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1 Einleitung 
Die Fluoreszenzmikroskopie wurde zum ersten Mal am 4. April 1908 von August Köhler der 
Öffentlichkeit vorgestellt. Sie ist ein Meilenstein für die biologische Forschung, weil sie eine 
durch die Färbung spezifizierte und nicht-invasive Untersuchung biologischer Proben 
ermöglicht. Trotz der Erfindung der Elektronenmikroskopie im Jahre 1931 [1] und der 
Rasterkraftmikroskopie im Jahre 1986 [2] mit über 100fach höherem Auflösungsvermögen 
bis in den Ångström-Bereich blieb die Fluoreszenzmikroskopie sehr populär. Der wichtigste 
Grund dafür ist, dass die Proben während der Präparation und der Messung im Gegensatz 
zu den oben genannten Methoden intakt bleiben. Somit können zelluläre Abläufe und 
molekulare Interaktionen unter physiologischen Bedingungen beobachtet werden.  
Seit ihrer Erfindung wurde die Fluoreszenzmikroskopie in vielen Aspekten weiterentwickelt. 
Zum einen stieg der Kontrast mit der Erfindung der konfokalen Mikroskopie [3]. Ihr folgten die 
STED-Mikroskopie (Stimulated Emission Depletion Microscopy) [4] und stochastische 
Methoden wie PALM (Photoactivated Localization Microscopy) [5], STORM (Stochastic 
Optical Reconstruction Microscopy) [6]  und GSDIM (Ground State Depletion-Individual 
Molecule Return Microscopy) [7], die alle auf dem Prinzip des An- und Ausschaltens der 
Fluoreszenz basieren und eine Hochauflösung jenseits der Beugungsgrenze ermöglichen.  
Zum anderen wurden chemische und technische Methoden zur Reduktion des 
Photobleichens entwickelt, damit die Proben über längere Zeiträume ein ausreichendes 
Signal liefern. Nicht nur bei synthetischen Farbstoffen, sondern auch bei fluoreszierenden 
Proteinen geht die Suche nach bleichstabileren Varianten immer weiter.  
Zum dritten stieg die Bildrate, so dass auch dynamische Vorgänge beobachten werden 
können. Schnellere Kameras für die Weitfeld-Mikroskopie und schnellere Scanner für 
Laserrastermikroskope erhöhten die Zeitauflösung auf < 100 ms.  
Die Entdeckungen in der Biologie nahmen in der Zeit allerdings auch rasant zu. Zelluläre 
Strukturen und die Mechanismen der dynamischen Abläufe wie zum Beispiel des 
interzellulären Transports, des Viruseintritts oder der DNA-Protein-Interaktionen wurden 
Stück für Stück weiter enthüllt.  
Daraus ergab ein Zusammenspiel zwischen den biologischen Entdeckungen und den 
Forderungen an die Technik. Je weiter die Fluoreszenzmikroskopie entwickelt wurde, desto 
mehr Kenntnisse konnten in der Biologie gewonnen werden. Dies wiederum erforderte eine 
noch bessere Technik für die weiteren biologischen Untersuchungen.   
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In dieser Arbeit wird ein neues ultraschnelles Scannersystem für die STED-Mikroskopie  
vorgestellt, das den neuesten Herausforderungen in der biologischen Forschung zur 
Verfügung steht.  
Erste Zielsetzung dieser Arbeit war eine Bleichreduktion ohne Einsatz von Chemikalien und 
ohne technische Nachteile wie zum Beispiel lange Aufnahmedauer zu erreichen. Vorherige 
Studien [8, 9] wiesen darauf hin, dass dies durch Verkürzen der Pixel-Verweildauer bei einer 
entsprechenden Erhöhung der Bildrate erzielt werden könnte. Für eine effektive 
Bleichreduktion müsste allerdings die Pixel-Verweildauer um drei bis fünf Größenordnungen 
verkürzt werden. Als nächstes sollte die Bildrate des Aufbaus weit höher als die Standard-
Videorate von 30 fps sein, um zum Beispiel Vesikelfusionen oder schnelle Dynamiken der 
DNA-Stränge in Mikrofluidik-Kanälen zu untersuchen. Die Ziele der Bleichreduktion und der 
hohen Bildrate waren somit vereint. Zusätzlich wurde eine hohe räumliche Auflösung 
erfordert. Die Hochauflösung über die Beugungsgrenze hinweg konnte bereits mit der 
bekannten STED-Technik erreicht werden. Allerdings resultierten daraus weitere Ansprüche. 
Zum einen basiert die STED-Technik wie bei den konfokalen Mikroskopen auf dem Rastern 
der Beleuchtung. Weitfeld-Beleuchtung und schnelle Kameras können daher nicht verwendet 
werden. Der Laserstrahl muss Punkt für Punkt gescannt werden, was ein zeitaufwändiger 
Prozess ist. Zum anderen wird in STED-Mikroskopen die Probe mit zwei Lasern 
unterschiedlicher Wellenlängen gleichzeitig beleuchtet. Daher müssen die Scanner eine 
wellenlängenunabhängige Strahlablenkung gewährleisten.  
Um allen diesen Anforderungen zu genügen, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein 
ultraschneller elektro-optischer Scanner entwickelt und zwei STED-Varianten mit dem 
Scanner wurden aufgebaut. Somit ist zum ersten Mal ein elektro-optische Strahlablenker in 
der Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt und der bislang schnellste STED-Aufbau realisiert, 
der die Pixel-Verweildauer auf die fundamentale Grenze der Fluoreszenzlebensdauer 
reduziert.  Durch den Scanner wird eine Bleichreduktion durch Triplett-Relaxation erreicht 
und die Photonenausbeute steigt auf das 1,5 bis 4,5fache über eine breite Auswahl an 
Proben und Laserkonfigurationen. Weiterhin ermöglicht der Scanner die Beobachtung 
dynamischer Vorgänge mit einer Zeitauflösung im Bereich von wenigen Millisekunden. Im 
Vergleich zur Standard-Videorate ist dies eine 30fache Erhöhung. Zudem bekommt der 
Signalaufbau einen zeitlich stochastischen Charakter, weil jeder Pixel pro Frame maximal mit 
einem Laserpuls beleuchtet wird. Absorption des Anregungslichts und die 
Fluoreszenzemission sind stochastische Prozesse. Durch lange Beleuchtungsphasen 
bekommen sie jedoch einen zeitlich kontinuierlichen Charakter. Mit dem  schnellen Scanner 
bleibt das stochastische Verhalten erhalten. Somit stellt der Aufbau das erste Verfahren in 
der Fluoreszenzmikroskopie dar, welches zeitlich stochastisch aber räumlich deterministisch 
ist. Das Konzept des Scanners bringt keine Beeinträchtigung des Hochauflösungsvermögens 
des STED-Mikroskops. Die Auflösung wird sogar weiter erhöht, weil die Bleichreduktion das 
Einsetzen höherer Laserleistungen erlaubt. Die Scannerkomponenten sind kompakt und 
kompatibel mit dem Rest des optischen Aufbaus. 
Daraus ergibt sich ein Tool, das im einzelnen Hochauflösung, hohe Bildrate und hohe 
Photonenausbeute in einem Aufbau anbietet. Damit können neue biologische 
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Fragestellungen adressiert und für jede Anwendung die idealste Konfiguration bzw. der 
beste Kompromiss gefunden werden.  
Die Arbeit unten gliedert sich wie folgt: Im Kapitel 2 werden zunächst die theoretischen 
Grundlagen der STED-Mikroskopie dargelegt. Danach folgt eine Übersicht über die 
Bleichmechanismen der Farbstoffe in der Fluoreszenzmikroskopie. Die Übersicht soll unter 
anderem den Einfluss der Scanmodalitäten auf das Bleichen verdeutlichen. Weiterhin 
werden die Grundlagen zu elektro-optischen Deflektoren, Serienresonanzschwingkreisen 
und Verlustquellen der Transformatoren erläutert, weil diese Komponenten bei der 
Entwicklung des Scannersystems eine zentrale Rolle spielen. Kapitel 3 evaluiert zunächst 
die herkömmlichen Strahlablenker und Detektoren in der Fluoreszenzmikroskopie. Danach 
wird detailliert auf die Entwicklung des Scannersystems eingegangen, welches aus drei 
Einheiten besteht: schnelle Strahlablenkung, schnelle Detektionseinheit und das FPGA- 
(Field Programmable Gate Array) basierte Steuerungs- und Datenverarbeitungssystem. 
Kapitel 4 beschreibt die aufgebauten STED-Mikroskope mit dem schnellen Scanner und 
charakterisiert diese neue Scanmodalität aus optischer Sicht. In Kapitel 5 werden die 
Messergebnisse zusammengefasst. Hier wird im Einzelnen auf die Bleichreduktion und auf 
die Erfassung dynamischer Vorgänge in technischen und biologischen Proben eingegangen. 
Die Arbeit wird im Kapitel 6 zusammengefasst und im Kapitel 7 mit einem Ausblick 
abgeschlossen.   
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2 Theoretische Grundlagen 
2.1 Einführung in die STED-Mikroskopie (Stimulated 
Emission Depletion Microscopy) 
 
Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine weit verbreitete Technik in der Biologie und in  anderen 
„Life Sciences“. Gewebe, Zellbestandteile oder Moleküle werden mit fluoreszierenden 
Farbstoffen spezifisch gefärbt und können nicht-invasiv abgebildet werden. Somit können 
Informationen sowohl über die Struktur als auch über die molekularen Interaktionen 
innerhalb der biologischen Probe gewonnen werden, während sie weitgehend intakt bleibt.   
Im Vergleich zu Weitfeld-Fluoreszenztechniken bietet hier die Laserrastermikroskopie einen 
höheren Kontrast, indem die Probe Punkt für Punkt abgetastet wird. Dabei stellt die 
konfokale Laserrastermikroskopie den heutigen Standard dar, bei der zusätzlich die 
Fluoreszenz, welche außerhalb der fokalen Ebene emittiert wird, durch ein Pinhole blockiert 
wird [10, 11] (Abbildung 2.1a).  
Bei Laserrastermikroskopen wird der Anregungslaser üblicherweise mit Objektiven mit hoher 
numerischer Apertur auf die Probe fokussiert und das emittierte Fluoreszenzsignal aus 
einem einzelnen Spot zeigt keine interferierenden Eigenschaften. Daher ist das Verfahren 
zudem specklefrei. 
Die Auflösung eines konfokalen Laserrastermikroskops wird über den Durchmesser des 
fokussierten Strahls definiert, der aufgrund der Beugung nicht infinitesimal klein sein kann. 
Die Abbildung einer punktförmigen Quelle mit einer perfekten Linse ist nicht mehr 
punktförmig, sondern eine Airy-Disk [12], die aus einem hellen Spot in der Mitte und weiteren 
konzentrischen, dunkler werdenden Ringen besteht (Abbildung 2.1b). Der Durchmesser der 
Disk hängt von der numerischen Apertur der Linse und der Wellenlänge des Lichtstrahls ab. 
Objekte, die zueinander einen kleineren Abstand als ca. der Radius der Disk haben, können 
mit dem Mikroskop somit nicht getrennt werden, weil die zugehörigen Airy-Disks überlappen 
würden (Abbildung 2.1c). 
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Abbildung 2.1: a) Schematische Aufbau eines konfokalen Laserrastermikroskops: Der Anregungs-
laser wird am dichroitischen Filter reflek tiert und mit dem Objektiv auf die Probe fokussiert. Das 
emittierte Fluoreszenzsignal geht durch den Filter und erreicht den Detektor. Das Pinhole ist s o 
platziert, dass das Signal aus anderen Ebenen außer de r fokalen Ebene block iert wird. b) Der 
Beugungsring bzw. die Airy-Disk , die bei der Abbildung einer punktförmigen Quelle mit einer Linse mit  
einer endlichen Apertur entsteht. c) Leuchtende Objekte können mit dem Mikroskop nicht ohne 
Weiteres aufgelöst werden, wenn sie zueinander einen k leineren Abstand als ca. der Radius der 
zugehörigen Airy-Disks haben.  
Abbe 1873 definierte die Auflösung eines Mikroskops mit der folgenden Gleichung [13]: 
        
 
        
                                                                                                                                            
mit der Wellenlänge des Lichtstrahls λ, dem Brechungsindex des Objektivs n und dem 
halben Aperturwinkel des Objektivs α. Für die Laserrastermikroskopie bedeutet dies, dass 
pro Bildpunkt alle Fluorophor-Moleküle innerhalb des beugungsbegrenzten Spots mit dem 
Durchmesser von ca. 250 nm gleichzeitig emittieren und feinere Strukturen innerhalb des 
Spots nicht mehr aufgelöst werden können. 
Diese beugungsbegrenzte Auflösungsdefinition galt viele Jahre als praktisch unüberwindbar, 
bis 1994 die STED-Mikroskopie erfunden wurde [4]. Bei einem STED-Mikroskop ist das 
Volumen, aus dem Fluoreszenz emittiert werden kann, kleiner als oben angegeben, weil die 
Fluoreszenz in der Peripherie ausgeschaltet wird. Das Ausschalten basiert auf der 
stimulierten Emission, die dem Verfahren den Namen gibt. Zum Ausschalten wird ein zweiter 
Laser benötigt, der mit dem Anregungslaser räumlich überlagert und zeitlich synchronisiert 
wird und dessen Wellenlänge im Bereich der Fluoreszenzemission liegt. Angeregte 
Fluorophore im Energiezustand S1 können somit durch stimulierte Emission abgeregt 
werden, bevor sie fluoreszieren (siehe Abbildung 2.2a). Das dabei emittierte Photon hat 
dann exakt die Wellenlänge des STED-Lasers, welches mit Bandpassfiltern vor dem 
Detektor geblockt wird. Die stimulierte Emission ist umso effektiver, je mehr sich die 
Wellenlänge des STED-Strahls dem Emissionspeak des Farbstoffes nähert. Da sich 
allerdings die Absorptions- und Emissionsspektren vieler Farbstoffe überlappen, erhöht sich 
dabei die Gefahr, dass der STED-Strahl zusätzlich die Moleküle anregt, anstatt nur 
Detektor
Anregungslaser
Dichroitischer
Filter 
Objektiv
Fokale
Ebene
Pinhole
a) b)
c)
Fokale Ebene
Fokale Ebene
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abzuregen. Daher wird für den STED-Strahl meistens eine Wellenlänge am roten Ende des 
Emissionsspektrums ausgewählt (Abbildung 2.2b). Die Form des STED-Strahls ist 
üblicherweise ein Donut, so dass die Fluoreszenz zunächst an den Rändern des 
beugungsbegrenzten Spots ausgeschaltet wird. Je höher die STED-Leistung ist, desto 
kleiner wird der Bereich in der Mitte, in dem noch Fluoreszenzemission erlaubt ist (Abbildung 
2.2c und d). Sowohl der Anregungsspot als auch der STED-Donut haben eine 
beugungsbegrenzte Form, aber der effektive Durchmesser des Fluoreszenzspots hängt nicht 
mehr von der Beugungsgrenze, sondern von der STED-Leistung ab.  
 
Abbildung 2.2: a) Die Fluorophor-Moleküle im angeregten Energiezustand S1 können durch 
stimulierte Emission zum Grundzustand S0 zurückgeführt werden,  bevor sie fluoreszieren. Dabei 
emittieren sie Photonen bei der Wellenlänge des stimulierenden Strahls. b) Für den STED-Laser wird 
eine Wellenlänge bevorzugt, die sich am roten Ende des Emissionsspektrums befindet. Somit wird 
verhindert, dass der STED-Strahl die Fluorophore im Grundzustand anregt. c) Je größer die STED- 
Leistung ist, desto k leiner ist das Volumen im Zentrum des Donuts, in dem die Fluoreszenz nicht  
ausgeschaltet wird. d) Querschnitt über die Donutprofile verdeutlicht, wie die Breite des effek tiven 
Fluoreszenzspots mit der steigenden Leistung k leiner wird.  
Das Auflösungsvermögen eines STED-Mikroskops wird somit definiert [14] als: 
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mit der Wellenlänge des Anregungslasers λ, dem Brechungsindex des Objektivs n, dem 
halben Aperturwinkel des Objektivs α, der Intensität des STED-Lasers I und der 
Sättigungsintensität Is. Die Sättigungsintensität wird als die Intensität definiert, bei der die 
Fluoreszenz auf die 1/e-fache des ursprünglichen Wertes abgeregt wird und ist eine 
farbstoffspezifische Größe.   
Für eine effektive stimulierte Emission müssen zu dem Zeitpunkt, indem die Fluorophore sich 
im angeregten Zustand befinden, genügend STED-Photonen zur Verfügung stehen, die 
innerhalb von einem Bruchteil der Fluoreszenzlebensdauer über die gesamte 
Donutverteilung alle Moleküle abregen, bevor sie fluoreszieren. Daher liegt die 
Leistungsdichte des STED-Strahls um ein paar Größenordnungen höher als die 
Leistungsdichte des Anregungslasers. Typischerweise werden einige 10 mW Laserleistung 
auf die Probe fokussiert. Auch wenn diese Leistungsdichte im ersten Blick hoch erscheint, ist 
dies nicht notwendigerweise ein Hindernis, um fixierte und lebende Zellen hochaufgelöst 
abzubilden. Denn die STED-Wellenlänge liegt im Bereich des Emissionsspektrums und wird 
von den Fluoreszenzfarbstoffen nicht absorbiert. Auch die Zellen absorbieren wenig. Zum 
einen bestehen sie  überwiegend aus Wasser, das die üblichen STED-Wellenlängen zum 
größten Teil durchlässt. Zum anderen sind die Proben für Fluoreszenzmikroskopie in der 
Regel dünne, nahezu durchsichtige Präparate mit einzelnen Zellschichten, die zwischen dem 
Deckglas und dem Objektträger platziert werden. Eine Akkumulation der Wärme findet daher 
nicht statt. In [15] wurde berechnet, dass das Wasser im fokalen Spot eines Objektivs mit der 
numerischen Apertur von 1,2 um nur 0,2 K wärmer wird, wenn ein Laser mit der Wellenlänge 
von 850 nm bei der Leistung von 100 mW eine Sekunde lang fokussiert wird. 
Wie aus den obigen Abschnitten entnommen werden kann, ist ein STED-Aufbau im Prinzip 
ein Laserrastermikroskop, welches um einen zweiten Laser und um ein optisches Element 
erweitert worden ist, das den Strahl in einen Donut formt. Die Donutform kann durch 
kommerziell erhältliche Phasenplatten oder räumliche Lichtmodulatoren erzeugt werden. 
STED-Mikroskopie wird seit über zehn Jahren sowohl bei technischen als auch bei 
biologischen Proben erfolgreich eingesetzt. Die dadurch erreichte Hochauflösung liegt 
derzeit bei < 8 nm in anorganischen Proben (Farbzentren in Diamanten) [16], < 30 nm in 
biologischen fixierten Proben [9] und < 50 nm in lebenden Zellen [17]. 
2.2 Das Photobleichen der Fluorophore und 
bleichreduzierende Strategien 
Mechanismen des Photobleichens: 
Mit Photobleichen bezeichnet man das Phänomen, bei dem der Fluorophor seine Fähigkeit 
zum Fluoreszieren permanent verliert. Eine lichtinduzierte Spaltung des Fluorophor-Moleküls 
oder eine neue chemische Bindung zwischen dem Fluorophor und einem anderen Molekül 
aus der Umgebung kann zu diesem Effekt führen. Nahezu alle fluoreszierenden Farbstoffe 
bleichen nach einer gewissen Anzahl von Anregungs- und Fluoreszenzzyklen, so dass die 
Photonenausbeute der Proben mit der Zeit abnimmt [18]. Das Bleichen reduziert das Signal-
8 Theoretische Grundlagen 
 
zu-Rausch-Verhältnis und erschwert insbesondere Langzeitmessungen und Aufnahme der 
Bildsequenzen in z-Richtung [18, 19]. Das Bleichen in der Fluoreszenzmikroskopie ist ein 
Prozess, der auf verschiedenste Weise bekämpft wird.  Nur bei wenigen Methoden wie FLIP 
(Fluorescence Loss In Photobleaching) oder FRAP (Fluorescence Recovery After 
Photobleaching) wird das Bleichen gezielt im Rahmen der Diffusionsmessungen ausgenutzt. 
Die Mechanismen, die zum Photobleichen führen, sind komplex und können meist nicht 
eindeutig geklärt werden. Gebundene Fluorophore an zellulären Strukturen zeigen andere 
Bleichdynamiken als nicht gebundene Fluorophore in einer Lösung, so dass eine 
umfassende qualitative Analyse schwer möglich ist [19].  
Als Hauptgrund für das Bleichen wird allerdings häufig die Reaktion zwischen dem 
Sauerstoff aus der Umgebung und dem Farbstoff im Triplett-Zustand gesehen [18, 20]. Zum 
einen kann diese Reaktion direkt zum Photobleichen führen [19]. Zum anderen wird dabei 
Sauerstoff im Singulett-Zustand generiert, der wiederum beim Relaxieren zum Grundzustand 
Sauerstoffradikale erzeugt. Sowohl der Singulett-Sauerstoff als auch die Radikale verstärken 
das Bleichen und haben einen starken negativen Einfluss auf die Zellvitalität [20]. Manche 
Studien an lebenden Zellen weisen auf eine direkte Korrelation zwischen dem Photobleichen 
und dem Zellschaden hin [21]. Der Triplett-Zustand des Farbstoffes wird auch für andere 
Bleichmechanismen als Ausgangspunkt gesehen wie zum Beispiel für Reaktionen zwischen 
den Farbstoff-Molekülen untereinander [22]. Auch Absorption von Photonen aus dem 
Triplett-Zustand kann zum Bleichen führen [23]. Die relativ lange Lebensdauer dieses 
Zustands von einigen Mikrosekunden bis Millisekunden fördert dabei solche Vorgänge.  
Die Abbildung 2.3 zeigt ein sechsstufiges Schema der Energiezustände eines Fluorophors, 
das die Pfade der Fluoreszenz und des Bleichens hervorhebt (adaptiert aus [23]).  
Das Bleichen kann aus kurzlebigen angeregten Zuständen S1 bis Sn (innerhalb einiger 
Nanosekunden), aus Triplett-Zuständen T1 bis Tn (innerhalb von Mikrosekunden bis 
Millisekunden) und aus anderen Dunkelzuständen D (innerhalb von mehreren Millisekunden) 
geschehen.  
Bei niedriger Anregungsleistung gibt bereits ein dreistufiges Schema mit den Zuständen S0, 
S1 und T1 die wichtigsten Übergänge wieder. Denn bei niedriger Leistung befinden sich 
wenige Fluorophore in S1 und T1, so dass der Übergang zu Sn und Tn vernachlässigbar ist. 
Bei höheren Leistungen müssen sie wiederum in Betracht gezogen werden. Dieser Effekt 
kann auch anhand der Bleichkurven demonstriert werden. Wenn die Photonenausbeute 
einer fluoreszierenden Probe über die Zeit aufgetragen wird, entsteht aufgrund des 
Bleichens eine abfallende Kurve. Bei niedrigen Anregungsleistungen kann in der Regel an 
diese Kurve eine einfache exponentielle Funktion gefittet werden. Bei hohen 
Anregungsleistungen werden mindestens zwei exponentielle Funktionen mit zwei 
Abklingzeitkonstanten benötigt [22, 23]. 
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Abbildung 2.3: Energiezustände eines Fluorophor-Moleküls bei Lichteinstrahlung (Jablonsk i- 
Diagramm, adaptiert aus [23]): Das Molekül im Grundzustand S0 absorbiert Energie aus der 
Lichtquelle und geht innerhalb von einigen Femtosekunden in den angeregten Zustand S 1 über. Nach 
Schwingungsrelaxation kehrt das Molekül in der Regel innerhalb von einigen Nanosekunden in den 
Grundzustand zurück und emittiert dabei ein Photon (Fluoreszenz). Die Wellenlänge des emittierten 
Photons ist aufgrund der Energieverluste während der Schwingungs relaxation länger als die 
absorbierte Wellenlänge. Mit geringer Wahrscheinlichkeit kann das Molekül auch zum Triplett - 
Zustand T1 übergehen (Übergangsrate zum T1 beträgt für unterschiedliche Farbstoffe 1 ‰ bis 5 % der 
Fluoreszenzrate [22-24]). Die Relaxation vom Triplett-Zustand zum Grundzustand dauert einige 
Mikrosekunden bis Millisekunden. In dieser relativ langen Zeit kann das Molekül mit anderen 
Molekülen aus der Umgebung reagieren und dadurch bleichen. Weiterhin ist möglich, dass das 
Molekül im angeregten oder im Triplett-Zustand mehr Energie aus der Lichtquelle absorbiert und in 
energetisch höhere Zustände übergeht, die auch als Ausgangspunkt für das Bleichen agieren können.  
Der Übergang vom Triplett-Zustand in andere Dunkelzustände D eröffnet ebenfalls Bleichpfade, wobei 
die Übergangsrate zu diesen Zuständen deutlich geringer ist als die Übergangsrate vom S 1 zu T1. 
 
Chemische Ansätze zur Bleichreduktion: 
Zahlreiche Methoden wurden entwickelt, um das Bleichen der Fluorophore zu reduzieren. 
Eine sehr verbreitete Maßnahme ist der Einsatz von Chemikalien im Einbettungmedium, die 
den Singulett-Sauerstoff oder die Sauerstoff-Radikale beseitigen [18, 20, 25]. Einige dieser 
bleichreduzierenden Mittel sind Phenyldiamine, Mercaptoethanol, Ascorbinsäure oder dapco 
(1,4-diazabicyclo-2,2,2-octane). Das Unterbinden der Sauerstoffreaktionen wirkt in vielen 
Fällen positiv, es erhöht aber die Lebensdauer des Triplett-Zustandes. Dadurch steigt die 
Wahrscheinlichkeit, dass der Fluorophor durch Absorption weiterer Photonen bleicht [19].  
Eine Alternative bieten diejenigen Chemikalien, die durch Elektronentransferreaktionen den 
Triplett-Zustand entvölkern [20, 25]. Dadurch können allerdings ionisierte Farbstoffe 
entstehen, die ebenfalls reaktiv und bleichanfällig sind.  
~ fs ~ ns ~ µs bis ~ ms
T1
Absorption Fluoreszenz
S0
S1
Triplett Relaxation       
Sn
Tn
Bleichen
Bleichen
Bleichen
Bleichen
D
> ms
Bleichen
Dunkelzustand 
Relaxation       
~ ps
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Eine neuere chemische Methode basiert daher auf den Einsatz von zwei Zusatzstoffen, 
indem der eine reduzierende und der andere oxidierende Reaktionen fördert [26, 27]. Die 
entsprechende Zusatzstoffkombination wurde „reduzierendes und oxidierendes System 
(ROXS)“ benannt. Wenn der Farbstoff sich im Triplett-Zustand befindet, kann er zum Beispiel 
durch das Reduktionsmittel reduziert werden. Dabei entsteht ein Radikalanion, welches 
wiederum mit dem Oxidationsmittel reoxidiert und zum Grundzustand zurückgeführt wird 
[26]. Eine analoge Reaktionskette gilt auch für die Oxidation des Farbstoffes im 
Triplett-Zustand. Die Energie, die der Fluorophor durch die Absorption eines Photons aus der 
Anregungsquelle gewonnen hat, muss dabei zur Durchführung dieser Reaktionen reichen. 
Deswegen müssen die Oxidations- und Reduktionsmittel und deren Konzentration 
anwendungsspezifisch optimiert werden.  
Die oben genannten chemischen Methoden reduzieren das Bleichen in den fixierten Proben 
mit unterschiedlicher Effizienz. Jedoch wirken sie in lebenden Zellen weitgehend toxisch. Für 
lebende Zellen kommen daher insbesondere Methoden in Frage, bei denen der Sauerstoff in 
der Probe mit anderen Gasen wie zum Beispiel Argon oder Stickstoff ersetzt wird [19, 20]. 
Dies gilt allerdings nur für Zellen, die Sauerstoffmangel vertragen können. 
Technische Ansätze zur Bleichreduktion: 
Neben den chemischen liefern auch technische Ansätze bleichreduzierende Effekte. Die 
erste denkbare Methode ist, eine niedrige Anregungsleistung einzusetzen, um die Anzahl der 
Fluorophore im Triplett-Zustand gering zu halten. Um genug Photonen zu sammeln, muss 
dann entsprechend die Pixel-Verweildauer erhöht werden. Nachteilig sind aber, dass sich 
durch die niedrige Anregungsleistung das Signal-zu-Rausch-Verhältnis pro Laserpuls 
verschlechtert und die Aufnahmedauer steigt [18]. Die verlängerte Pixel-Verweildauer kann 
mit erhöhter Anzahl repetitiver Scans ersetzt werden, welches als Zusatzeffekt die 
Triplett-Relaxation zwischen den einzelnen Scans fördert [28]. 
Eine weitere Methode ist, nach jedem Anregungspuls die Triplett-Relaxation abzuwarten, 
bevor der nächste Puls folgt [8]. Dadurch bleibt die Population im Triplett-Zustand dauerhaft 
niedrig und die relaxierten Fluorophore können immer wieder am Fluoreszenzzyklus 
teilnehmen. Dafür muss allerdings die Repetitionsrate des Lasers von üblichen Werten von 
40 MHz bis 80 MHz auf 250 kHz bis 500 kHz herabgesenkt werden, um eine ausreichende 
Triplett-Relaxation zu gewährleisten. Dementsprechend steigt die Bildaufnahmedauer, die 
durch höhere Photonenausbeute nur zum Teil kompensiert werden kann. Ein Kompromiss 
zwischen der Bildaufnahmedauer und der Triplett-Relaxation kann gemacht werden, indem 
mit Pulspaketen mit 5 bis 10 Pulsen angeregt wird, wobei die Pakete weiterhin die niedrige 
Repetitionsrate aufweisen [29]. 
Im Vergleich zur Einzelphotonanregung wirkt in vielen Fällen die Zweiphotonenmikroskopie 
[30] bleichreduzierend, weil das angeregte Volumen kleiner ist. Studien bei niedriger 
Anregungsleistung zeigen, dass hier schnelle Scanverfahren mit akusto-optischen 
Deflektoren das Bleichen noch weiter reduzieren, weil vermutlich zwischen den repetitiven 
Scans die Triplett-Relaxation gewährleistet wird [31, 32].  Die kurze Pulsdauer von 100 fs bis 
300 fs und die daraus resultierende hohe Peakleistung der Zweiphotonenanregung 
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verursachen aber einen starken nichtlinearen Anstieg des Bleichens, wenn die mittlere 
Leistung ~ 10 mW überschreitet [33]. Bislang wurde bei einer Studie gezeigt, dass bei 
solchen höheren Leistungen das Aufteilen eines Pulses in hintereinander folgende Subpulse  
das Bleichen reduziert [34].  
Eine andere bleichreduzierende Methode basiert auf einem adaptiven Beleuchtungsmuster 
und verringert die Gesamtlichtdosis während der Aufnahme [35]. Hier werden beim ersten 
Scan die Koordinaten der fluoreszierenden Strukturen registriert und bei den nachfolgenden 
Scans das Beleuchtungsmuster dementsprechend angepasst. Bei diesem sogenannten 
CLEM-Verfahren (Controlled Light-Exposure Microscopy) werden dazu zwei Schwellwerte 
eingesetzt. Wenn beim ersten Scan bei einem bestimmten Pixel die Anzahl der Photonen die 
untere Schwelle unterschreitet, wird dieser Pixel als Hintergrund registriert und bei den 
nachfolgenden Scans nicht mehr beleuchtet. Wenn die Anzahl der Photonen die obere 
Schwelle überschreitet, dann wird der Pixel als helle Struktur registriert und bei den 
nachfolgenden Scans mit niedrigerer Laserleistung beleuchtet. Dadurch wird die 
Gesamtdosis, mit der die Probe abgetastet wird, reduziert. Ein ähnliches Verfahren wurde 
auch in STED-Mikroskopie eingesetzt [36]. Wenn im Zentrum des Donuts kein Fluorophor 
Molekül zu erwarten ist, kann die Beleuchtung ausgeschaltet werden. Somit wird auch 
gewährleistet, dass die Moleküle, die sich im überlappten Bereich der Anregung und des 
STED-Donuts befinden, nicht mit unnötigen An- und Abregungszyklen beansprucht werden.  
In einer theoretischen Arbeit wird vorgeschlagen, den Triplett-Zustand durch stimulierte 
Emission zu entvölkern [37]. Demnach müsste die Probe neben der Anregung mit einem 
weiteren Strahl beleuchtet werden, dessen Wellenlänge der Energiedifferenz zwischen dem 
Triplett-Zustand und dem Grundzustand entspricht. In der Praxis könnte das Verfahren 
allerdings das Bleichen sogar fördern, weil hohe Leistungsdichten von 10 MW/cm2 bis 
3000 MW/cm2 eingesetzt werden müssten.  
Auch durch UV-Strahlung können Triplett- oder andere Dunkelzustände gelöscht werden [7, 
38]. Allerdings sind die Mechanismen nicht klar definiert und UV-Strahlung wirkt in der Regel 
phototoxisch. 
Fazit und Beschreibung des eigenen Ansatzes: 
In der Fluoreszenzmikroskopie werden zahlreiche Methoden eingesetzt, um das 
Photobleichen und auch dessen zellschädigende Konsequenzen zu unterbinden. Ein großer 
Anteil dieser Methoden basiert darauf, die Anzahl der Fluorophor-Moleküle im Triplett- 
Zustand zu reduzieren oder die Reaktionen aus diesem Zustand zu verhindern. Jede 
Methode hat eine anwendungsspezifische Effizienz, die nicht verallgemeinert werden kann.  
Die vorliegende Arbeit beschreibt eine neue, technische Methode, die eine Bleichreduktion 
ebenfalls hauptsächlich über Triplett-Relaxation erzielt und dazu einen ultraschnellen 
Scanner einsetzt. Der Scanner reduziert die Pixel-Verweildauer um drei bis fünf 
Größenordnungen im Vergleich zu konventionellen Scannern. Um ausreichend Photonen zu 
sammeln, wird dafür das Bildfeld entsprechend öfter abgetastet. Die Probe schnell und 
repetitiv abzutasten anstatt langsam und einmal bringt folgende Vorteile: Zum einen bleibt 
die Anzahl der Fluorophore im Triplett-Zustand pro Pixel pro Frame sehr gering, weil die 
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Beleuchtungsdauer sehr kurz ist. Zum anderen können diese Moleküle zwischen den 
repetitiven Scans relaxieren, bis sie wieder adressiert werden. Dadurch können sie bei 
jedem Frame erneut am Fluoreszenzzyklus teilnehmen (siehe auch Kapitel 5.1). Diese 
Strategie wirkt dann effektiv, wenn die Beleuchtungspause eines Pixels zwischen den 
Frames für die Triplett-Relaxation ausreicht.  
Im Vergleich zur konfokalen Mikroskopie kommt in der STED-Mikroskopie noch der 
geometrische Effekt des Beleuchtungsmusters ins Spiel. Wie im Kapitel 2.1 erwähnt wird die 
Probe in STED-Mikroskopen mit zwei überlagerten, beugungsbegrenzten Laserspots 
beleuchtet, wobei der STED-Strahl eine Donutform aufweist. Die Fluoreszenzemission findet 
nur in der Mitte des Donuts statt, die sich über einen Bruchteil des gesamten beleuchteten 
Spots erstreckt. Die Abbildung 2.4 demonstriert diesen Effekt. Die rote Markierung stellt 
einen Fluorophor im Bildfeld dar. Die Beleuchtung wird linear über das Bildfeld gescannt. 
Demnach wird das Fluorophor-Molekül mehrfach an- und abgeregt und kann bereits 
bleichen, bis es mit dem Donutzentrum zum ersten Mal adressiert wird. Je langsamer die 
Beleuchtung bewegt wird, desto wahrscheinlicher findet das Bleichen vor einer potenziellen 
Fluoreszenzemission statt.  
Mit einem ultraschnellen Scan wird gewährleistet, dass die Bleichwahrscheinlichkeit pro 
Scan sehr niedrig bleibt. Damit werden die Auslese- und die Bleichvorgänge über das 
Scanfeld stochastisch verteilt. So wird effektiv verhindert, dass die Farbstoffe durch den 
gerichteten langsamen Scanprozess bereits ausgebleicht sind, bevor der Nutzbereich im 
Zentrum des Beleuchtungsmusters diese erreicht. 
 
Abbildung 2.4: Während des Scanvorgangs einer STED-Aufnahme werden die Pixel nach und nach 
mit einem beugungsbegrenzten Spot beleuchtet. Alle Fluorophore innerhalb dieses Spots können 
bleichen, wobei die Fluoreszenzemission nur im mittleren Subvolumen statt findet. Ein Fluorophor-
Molekül (die rote Mark ierung) wird somit bei einem linearen Scan mehrfach an- und abgeregt, bevor 
es ein Fluoreszenzsignal emittieren kann. Je langsamer gescannt wird, desto stärker wirk t das 
Bleichen aufgrund dieses geometrischen Effek ts. 
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Um sowohl den geometrischen Effekt zu entschärfen als auch die Pause für die Triplett- 
Relexation zu verlängern, wird im Rahmen dieser Arbeit das schnelle, lineare Scanmuster 
zusätzlich modifiziert (siehe Kapitel 4.1). Zum einen kann beim Rücklauf einer Zeile die 
Beleuchtung ausgeschaltet werden. Zum anderen können Zeilen übersprungen und die 
übersprungenen Zeilen erst bei nachfolgenden Frames adressiert werden, wodurch ein 
„Interleaving-Muster“ entsteht. Die bleichreduzierenden Effekte des schnellen Scannens und 
der unterschiedlichen Beleuchtungsmustern werden im Kapitel 5.1 ausführlich diskutiert.  
Das Hauptelement des schnellen Scanners ist ein elektro-optischer Deflektor (EOD). Im 
folgenden Abschnitt werden daher auf die Grundlagen der elektro-optischen Strahlablenker 
eingegangen.  
2.3 Elektro-optische Deflektoren 
Als elektro-optischer Effekt wird die Änderung des Brechungsindex eines Materials unter 
Einfluss eines elektrischen Feldes beschrieben. Die quadratische Abhängigkeit der 
Brechungsindexänderung wird nach seinem Erfinder John Kerr (im Jahr 1875) und die 
lineare Abhängigkeit nach seinem Erfinder Friedrich Pockels (im Jahr 1893) benannt [39, 
40]. Materialien, die diesen Effekt aufweisen, werden in unterschiedlichen Gebieten als 
elektrisch steuerbares optisches Element eingesetzt. Linsen mit regelbarer Brennweite, 
Phasenmodulatoren, Amplitudenmodulatoren oder Strahlablenker können somit realisiert 
werden [40]. Zu elektro-optischen Materialien gehören hauptsächlich Kristalle wie LiNbO3 
(Lithium-Niobat), LiTaO3 (Lithium-Tantalat), ADP (Ammonium-Dihydrogenphosphat), KDP 
(Kalium-Dideuteriumphosphat) oder RTP (Rubidium-Titanylphosphat); Flüssigkristalle [41] 
und manche organische Polymere [42, 43]. 
Der Brechungsindex eines elektro-optischen Materials unter Einwirkung eines elektrischen 
Feldes wird wie folgt definiert: 
        
 
 
       
 
 
                                                                                                                      
mit dem Brechungsindex ohne elektrisches Feld n0 , der elektrischen Feldstärke E und den 
elektro-optischen Koeffizienten r  und s.  
Für den linearen Pockels-Effekt, der nur in Kristallen ohne Inversionssymmetrie auftritt, gilt: 
         
 
 
                                                                                                                                                  
Der elektro-optische Koeffizient s  beträgt Null. Typische Werte für den elektro-optischen 
Koeffizienten r  sind sehr klein und betragen 1 bis 100 pm/V. Somit liegt zum Beispiel bei 
einer elektrischen Feldstärke von 10
6 
V/m (1 kV Spannung über einen elektro-optischen 
Kristall der Dicke von 1 mm) die Änderung des Brechungsindex im Bereich von 10-6 bis 10-4. 
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Die elektro-optischen Koeffizienten für den linearen Effekt werden mit einem Tensor dritter 
Stufe beschrieben mit jeweils drei Brechungsindizes für die jeweiligen räumlichen Achsen 
des elektro-optischen Kristalls und drei Komponenten des elektrischen Feldes. In den 
meisten Fällen fallen viele der Tensorkomponenten aus Symmetriegründen weg, so dass die 
Interaktion des Lichts mit dem elektro-optischen Material bei einem bestimmten Feld mit 
einem oder zwei Tensorkomponenten wiedergegeben wird.  
Elektro-optische Deflektoren: 
Mit elektro-optischen Materialien werden hauptsächlich auf zwei Arten Strahlablenker 
realisiert. Bei der einen Methode wird der Brechungsindex eines Prismas durch angelegte 
Spannung kontinuierlich verändert, so dass der eintretende Strahl bei sich ebenfalls 
kontinuierlich änderndem Winkel austritt. Kaskaden von Prismen erhöhen den 
Ablenkbereich. Eine andere Methode erzielt eine Ablenkung durch vier parabelförmige 
Elektroden an dem Kristall in Quadrupole-Anordnung, welches auch beim in dieser Arbeit 
verwendeten Deflektor der Fall ist [44, 45].  
Die Abbildung 2.5a stellt die Anordnung der Elektroden am Kristall schematisch dar. Im Teil 
b der Abbildung ist der Querschnitt des Kristalls mit den Elektroden zu sehen. Aufgrund der 
Parabelform stehen die Elektroden an äußeren Ecken näher zueinander, was zu einer 
höheren Feldstärke führt.  Weil die angelegte Spannung an den benachbarten Elektroden 
 
 
Abbildung 2.5: a) Schematische Darstellung des elek tro-optischen Kristalls mit den Elektroden in 
Quadrupole-Anordnung. b) Der Querschnitt  des Deflek tors: Durch die Parabelform ändert sich die 
Distanz zwischen den Elektroden graduell und erzeugt einen Feldstärkengradienten. Daraus resultiert  
ein Brechungsindexgradient bzw. Geschwindigkeitsgradient. c) Der Längsschnitt des Deflek tors: Der 
Strahl erfährt über seinen Durchmesser d eine graduelle Geschwindigkeitsänderung. Die Ebene der 
konstanten Phase wird über die Kristalllänge schiefer. Weil die Ausbreitungsrichtung senkrecht zur 
Ebene der konstanten Phase ist, wird der Strahl abgelenkt.  
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um 180° phasenversetzt ist, ändert die Spannung ab der Mitte ihre Richtung. Die graduelle 
Änderung der Feldstärke erzeugt eine graduelle Änderung des Brechungsindex bzw. eine 
Änderung der Geschwindigkeit über das Strahlprofil, mit der ein Lichtstrahl durch den Kristall 
geführt wird. Teil c der Abbildung ist ein Längsschnitt des Kristalls und verdeutlicht diesen 
Effekt. Die oberen Anteile des Strahls mit dem Durchmesser d erfahren einen kleineren 
Brechungsindex als die unteren Anteile. Die Ebene der konstanten Phase wird über die 
Kristalllänge schiefer. Weil die Ausbreitungsrichtung senkrecht zu dieser Ebene zeigen 
muss, wird der Strahl dadurch abgelenkt. Je größer die Spannung ist, desto höher sind die 
Änderung im Brechungsindex und daher die Ablenkung. Weiterhin ist die Ablenkung 
proportional zur Kristalllänge. Bei herkömmlichen Kristallen mit einer Apertur von > 1 mm 
liegt der Ablenkwinkel bei < 10 mrad pro kV Spannung. 
Der effektive Drehpunkt im Kristall: 
Der Punkt, auf den die abgelenkt austretenden Strahlen zurückgeführt werden können, ist für 
weitere Abbildungen in einem optischen Aufbau ein wichtiger Parameter. Daher wurde die 
Position dieses effektiven Drehpunktes D wie folgt hergeleitet: 
Die rote Kurve in der Abbildung 2.6 beschreibt den Verlauf eines Strahls, der senkrecht zum 
Brechungsindexgradient in den Kristall eintritt [46]. Folgende Gleichung beschreibt den 
Radius dieser Kurve: 
 
 
 
 
 
 
  
  
                                                                                                                                                                
mit dem Brechungsindex n und dem Brechungsindexgradienten dn/dr.  Die Tangente t1  am 
Austrittspunkt und die optische Achse des Kristalls bilden den Winkel θ. Der gleiche Winkel 
ergibt sich, wenn sich senkrechte Geraden zum t1 am Austritt und zum t2 am Eintritt 
schneiden.   
Über zwei rechtwinklige Dreiecke können dann drei Gleichungen aufgestellt werden: 
                                                                                                                                                              
                                                                                                                                                                   
                                                                                                                                                                           
für kleine Winkel θ.  
Durch Umformen der Gleichungen entsteht der folgende Zusammenhang zwischen x, L und 
θ : 
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Abbildung 2.6: Bei einem elek tro-optischen Deflek tor kann die Bahn eines eintretenden Strahls im 
Fall eines Brechungsindexgradienten mit einer Kurve beschreiben werden. Der Schnittpunkt der 
Tangente an diese Kurve am Austrittspunkt mit der optischen Achse ergibt den Drehpunkt. Die 
Position des Drehpunktes D kann in Abhängigkeit der Kristalllänge berechnet werden, in dem die 
Gleichungen aufgestellt werden, die den Ablenk winkel θ wiedergeben. Dazu wird der Satz des 
Pythagoras an den blau mark ierten Dreiecken angewandt.  
Für kleine Winkel θ  im mrad-Bereich ergibt diese Funktion: 
                                                                                                                                                                          
Das bedeutet, dass sich der effektive Drehpunkt in der Mitte des Kristalls befindet. Außerhalb 
des Kristalls muss allerdings noch die Brechung am Übergang vom Kristall in die Luft 
berücksichtigt werden. Durch das Snellius‘sche Brechungsgesetz verschiebt sich der Wert 
von x  zu: 
                                                                                                                                                               
 
Die Anzahl der auflösbaren Punkte: 
Die Anzahl der auflösbaren Punkte ist ein weiterer wichtiger Parameter für einen Scanner. 
Sie wird durch das Verhältnis des Ablenkwinkels zur Strahldivergenz gegeben:  
                                                                                                                                                          
mit der Winkeldivergenz von 
                                                                                                                                                                  
mit der Wellenlänge des Strahls λ und dem Strahldurchmesser d. Für einen 
Strahldurchmesser         bei einer Wellenlänge          und Ablenkwinkel 
                  erhält man somit 50 aufgelöste Punkte. Diese Zahl ist im Allgemeinen 
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für bildgebende Systeme zu gering. Da aber STED-Mikroskope die Auflösung unabhängig 
von der Beugungsgrenze erhöhen, steigt hier auch die Anzahl der auflösbaren Punkte eines 
elektro-optischen Deflektors proportional zur Auflösungserhöhung des Systems.    
Die Wellenlängenabhängigkeit: 
Der Brechungsindex des elektro-optischen Materials und die Brechung am Austritt aus dem 
Kristall in die Luft sind wellenlängenabhängig. Die elektro-optischen Koeffizienten, die die 
Änderung des Brechungsindex durch das elektrische Feld beschreiben, sind  aber ebenfalls 
wellenlängenabhängig [47, 48]. Wie weit sich diese Effekte kompensieren und in welchem 
Wellenlängenbereich der Ablenkwinkel pro Spannung gleich bleibt, muss bei Herstellern 
nachgefragt oder experimentell bestimmt werden. Kommerziell erhältliche elektro-optische 
Deflektoren funktionieren weitgehend wellenlängenunabhängig.  
Übersetzung des Ablenkwinkels in Linienlänge im Bildfeld: 
Der Bereich, der mit dem Ablenkwinkel des elektro-optischen Scanners im Bildfeld des 
Mikroskops gescannt werden kann, wird mit der effektiven Brennweite des Objektivs 
definiert.  Es gilt: 
                                                                                                                                                           
Wenn zwischen dem Deflektor und dem Objektiv optische Zwischenabbildungen gemacht 
werden, dann muss beachtet werden, dass sich der Ablenkwinkel umgekehrt proportional zur 
Strahlvergrößerung verhält.  
2.4 Theorie zu Schwingkreisen und die 
Verlustquellen der realen Transformatoren 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde für den eingesetzten elektro-optischen Deflektor ein Treiber 
entwickelt, der auf einem Serienresonanzschwingkreis basiert. Ein einfacher Schwingkreis 
besteht aus einer Spule L und einem Kondensator C. Beim Stromdurchfluss findet eine 
periodische Umwandlung zwischen der magnetischen Energie an der Spule und der  
elektrischen Energie an dem Kondensator statt. Man unterscheidet dabei zwischen den 
Parallel- und Serienschwingkreisen. Eine Schwingung kann bei einer bestimmten Frequenz 
erzwungen werden, indem die Schaltung mit einer Wechselspannung mit der gewünschten 
Frequenz angetrieben wird. Die Frequenz, bei der die Blindwiderstände der Spule und des 
Kondensators gleich groß sind, wird die Resonanzfrequenz genannt. Bei einem Serienkreis 
geht dabei die Gesamtimpedanz der Schaltung gegen Null und der Strom wird maximiert. 
Bei einem Parallelschwingkreis geht die Gesamtimpedanz gegen Unendlich und die 
Schaltung agiert wie eine Bandsperre. Die Resonanzfrequenz eines Schwingkreises ist 
gegeben durch: 
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Die Güte eines Schwingkreises gibt an, wie viel Energie im Kreis im Vergleich zur 
Verlustleistung gespeichert werden kann. Sie ist definiert als: 
   
 
 
  
 
 
                                                                                                                                                               
mit den ohmschen Verlusten R. Ohmsche Verluste bestehen in erster Linie aus den 
Verlusten in den Drahtwicklungen der Spule und aus dielektrischen Verlusten im 
Kondensator. 
Die elektro-optischen Deflektoren haben eine rein kapazitive Impedanz. Daher ist in dieser 
Arbeit der Deflektor mit einer Spule in Reihe geschaltet. Die hohe Spannung für möglichst 
große Ablenkwinkel wurde durch Resonanzerhöhung erzielt. In diesem Schwingkreis sind 
allerdings die Wicklungen der Spule nicht die einzige Verlustquelle. Weitere Verluste 
kommen durch den Transformator, der die Leistung des Treibers in den Schwingkreis speist.  
Die Verluste bei einem realen Transformator werden in zwei Gruppen zusammengefasst: die 
Kupferverluste und die Eisenverluste. Die Kupferverluste entstehen aufgrund der 
elektrischen Widerstände der Windungen. Dazu kommen insbesondere bei hohen 
Frequenzen die Wirbelstromverluste in den Windungen aufgrund des Skin-Effekts. Der 
Skin-Effekt kann reduziert werden, indem die Windungen mit einer Hochfrequenzlitze mit 
mehreren Adern gewickelt werden. 
Zu den Eisenverlusten gehören die Hystereseverluste und die Wirbelstromverluste im Kern, 
die während der Ummagnetisierung entstehen. Ein Teil der Ummagnetisierungsenergie wird 
während der Richtungsänderung der Weiss-Bezirke im Kernmaterial in Wärme 
umgewandelt. Das wird als Hystereseverlust bezeichnet. Wenn der Kern elektrisch leitfähig 
ist, entstehen zusätzlich Wirbelströme im Kernmaterial. Dies kann vermieden werden, indem 
nicht-leitende Materialien wie Ferrite benutzt werden.  
In Datenblättern wird die Gesamtverlustleistung eines Kernes durch die empirisch ermittelte 
Steinmetz-Gleichung beschrieben: 
      
                                                                                                                                                         
mit der Konstante K, der Frequenz f, der Flussdichte B, der Potenz a (zwischen eins bis zwei) 
und der Potenz b (zwischen zwei bis drei). 
Die Kerne zeigen zudem Sättigungseffekte, so dass die Erhöhung der äußeren 
magnetischen Feldstärke bzw. des durchgeführten Stromes ab einem bestimmten Wert 
keine Erhöhung der Magnetisierung des Kernes bewirkt. Wenn ein Luftspalt in den Kern 
eingebracht wird, tritt die Sättigung erst bei höheren Strömen auf, weil ein wesentlicher Teil 
der magnetischen Energie im Spalt gespeichert wird. Dabei sinken allerdings die Induktivität 
pro Windung und die Kopplungseffizienz zwischen der Primär- und Sekundärseite des 
Transformators. Die Kopplungseffizienz wird auch aufgrund der Streuinduktivitäten in den 
Windungen beeinträchtigt und ist generell < 1.   
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3 Komponenten des schnellen elektro-
optischen Scanners 
Ein Scannersystem in der Fluoreszenzmikroskopie besteht in erster Linie aus  
Strahlablenkern für ein zweidimensionales Abtasten der Probe. Weiterhin muss ein Detektor 
eingesetzt werden, dessen Bandbreite die Scangeschwindigkeit nicht limitiert. Eine 
computergestützte Einheit stellt die dritte Komponente dar, die die Strahlablenkung steuert, 
diese mit dem Detektor synchronisiert und aus dem Detektionssignal das Bild konstruiert 
(Abbildung 3.1).  
 
Abbildung 3.1: Hauptkomponenten des Scannersystems: Strahlablenker, die die Probe in 2D 
scannen; die zur Ablenkungsgeschwindigkeit angepasste Detektoreinheit, deren Bandbreite kurze 
Pixel-Verweildauern erlaubt und ein echtzeitfähiges, synchronisierendes Steuerungs- und 
Datenverarbeitungssystem 
In den folgenden Abschnitten wird erst der Stand der Technik bezüglich der 
Bildabtastmethoden und Detektoren wiedergegeben. Danach folgt die detaillierte 
Beschreibung der einzelnen Komponenten des schnellen elektro-optischen Scanners, der im 
Rahmen dieser Arbeit gebaut worden ist.  
3.1 Stand der Technik 
3.1.1 Deflektoren 
Als Strahlablenker werden in der Mikroskopie am häufigsten Galvanometer-Spiegel 
eingesetzt [49-52]. Diese Systeme bestehen aus motorisierten Spiegeln und analoger 
2D-Strahlablenker + Treiber
Mikroskop
Detektor + Verstärkerelektronik
PC
Bild
Steuerung
+
Datenverarbeitung
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Regelungselektronik. Der Laserstrahl wird an dem Spiegel reflektiert, so dass 
unterschiedliche Pixel im Bild durch die Spiegelposition adressiert werden können. Somit ist 
Ablenkung wellenlängenunabhängig. Die üblichen Modelle ermöglichen Zeilenab-
tastfrequenzen bis 5000 Zeilen/s [53, 54]. Hinzu kommen die resonant gesteuerten Spiegel 
mit einer festen Zeilenfrequenz bis zu 20 kHz [55].  
Akusto-optische Deflektoren stellen eine schnellere Alternative dar [28, 32, 56]. Sie bestehen 
aus einem durchsichtigen Festkörper, in den mit einem Piezoelement Ultraschallwellen 
induziert werden. Die Schallwelle agiert wie ein Gitter, an dem der einfallende Lichtstrahl 
abgelenkt wird. Die Frequenz der Welle bestimmt den Ablenkwinkel. Durch graduelle 
Frequenzänderung können somit Scangeschwindigkeiten bis zu 50000 Zeilen/s erreicht 
werden. Der Nachteil bei diesen Elementen ist, dass Licht mit unterschiedlichen 
Wellenlängen mit unterschiedlichen Winkeln abgelenkt wird. Das verhindert ohne weitere 
Maßnahmen das Descannen des Fluoreszenzsignals. Für STED-Mikroskopie kommt 
zusätzlich das Problem hinzu, dass der Anregungs- und STED-Laser auch unterschiedliche 
Wellenlängen haben. 
Auch mit rotierenden Polygonspiegeln können mehrere hundert tausend Zeilen pro Sekunde 
gescannt werden. Allerdings ist die Kalibration der vielen Spiegelflächen aufwändig und die 
Präzision von ± 5 bis ± 30 Bogensekunden nicht ausreichend für hochauflösende 
Mikroskopie [28, 57, 58]. 
3.1.2 Multispot-Abtastmethoden 
Die Bildrate eines konfokalen Laserrastermikroskops kann erhöht werden, indem die Probe 
mit mehreren Spots gleichzeitig abgetastet wird. Ein bekanntes Beispiel dazu ist der Einsatz 
von Nipkow-Disks [28, 59]. Eine Nipkow-Disk ist eine Drehscheibe, auf die mehrere Pinholes 
in Spiralanordnung angebracht worden sind. Das Anregungslicht wird auf eine Gruppe der 
Pinholes verteilt und zu einzelnen Spots fokussiert. Eine komplette Rotation der Scheibe 
adressiert das ganze Bildfeld. Die Nachteile dieses Elements sind Crosstalk zwischen den 
Pinholes und die reduzierte Lichtleistung durch Aufteilung.  
Auch mit doppelbrechenden Kristallen wie Wollaston-Prismen lassen sich Multispots 
erzeugen, was bereits in der STED-Mikroskopie erfolgreich eingesetzt worden ist [60]. Hier 
ist allerdings die Anzahl der Spots derzeit praktisch auf vier begrenzt, weil bei höherer 
Anzahl die Laserleistung der STED-Quelle für die Hochauflösung nicht mehr ausreicht. Die 
vier Spots werden wie üblich mit Galvanometer-Spiegeln deflektiert.   
Eine weitere Möglichkeit, multiple Anregungsspots und STED-Donuts zu erzeugen, ist der 
Einsatz von räumlichen Lichtmodulatoren, für die geeignete Konfigurationen in [61] 
berechnet sind. Auch hier ist die Laserleistung der limitierende Faktor.  
3.1.3 Digitales Scannen 
Einzelne Pixel des Bildfeldes können auch ohne analoge Strahlablenkung diskret adressiert 
werden, was in dieser Arbeit als digitales Scannen bezeichnet wird.  Dazu gehören 
Methoden aus der Programmierbaren Array-Mikroskopie (PAM) [62-64], Kaskadensysteme 
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aus doppelbrechenden Kristallen und Polarisatoren [65, 66] und schaltbare Gitterstrukturen 
[67, 68]. 
Bei den PAM-Techniken werden optische Mikrobauteile zu einem Array angeordnet und das 
komplette Array mit dem Lichtstrahl beleuchtet. Die elektrische Steuerung einzelner Teile 
moduliert dann den Strahl räumlich und führt im Bild zu „on“- und „off“-Pixeln. Diese Arrays 
können aus Mikrospiegeln oder Flüssigkristallen bestehen. Hier ist genauso wie bei 
Multispot-Methoden die Laserleistung der limitierende Faktor. Weil der Strahl auf das 
gesamte Array aufgeteilt werden muss, steht pro Pixel nur ein Bruchteil zur Verfügung. Damit 
kann nur ein geringer STED-Effekt erzielt werden.  
Bei Kaskadensystemen bilden doppelbrechende Kristalle mit elektrisch gesteuerten 
Polarisationsschaltern (zum Beispiel elektro-optische Modulatoren) eine Einheit, die  
vervielfacht wird. Je nach Polarisationszustand folgt der Strahl beim Austritt aus dem 
doppelbrechenden Kristall einem von zwei diskret definierten Pfaden. Mit n Einheiten können 
2n Positionen adressiert werden, für die jedes Mal die gesamte Laserleistung zur Verfügung 
steht. Um ein Bildfeld von 256 x 256 Pixeln zu adressieren, werden allerdings 16 Einheiten 
benötigt, was hohe Kosten und hohen Aufwand an Treiberelektronik verursacht. Außerdem 
entstehen optische Verluste durch Absorption und Reflexionen an Kristalloberflächen. Ein 
bedeutender Effekt ist auch, dass die austretenden Strahlen nicht auf einen gemeinsamen 
Drehpunkt zurückgeführt werden können. Das Objektiv des Mikroskops würde sie daher 
nicht ohne Weiteres auf äquidistante Punkte fokussieren.  
Auch durch schaltbare Gitterstrukturen kann der Strahl digital abgelenkt werden, zum 
Beispiel durch dynamisch einstellbare reflektierende Mikrobändel [68]. Gitterstrukturen sind 
aber so wie akusto-optische Deflektoren nicht für STED-Mikroskopie geeignet, da sie den 
Anregungsstrahl und den STED-Strahl nicht um den gleichen Winkel deflektieren.  
Fazit: 
Nach Zielsetzung dieser Arbeit ist ein Strahlablenker gewünscht, der unabhängig von 
Massenträgheit schnell scannen kann, farbneutral funktioniert und für jeden Pixel ohne 
Aufteilung die gesamte Strahlleistung zur Verfügung stellt. Da keins der nach dem Stand der 
Technik bekannten Systeme alle Forderungen gleichzeitig erfüllt, muss eine Alternative 
entwickelt werden.  
3.1.4 Detektoren 
Um die Einzelphoton-Nachweisgrenze zu erreichen, kommen in Konfokalmikroskopen 
Detektoren mit hoher interner Verstärkung, insbesondere Photovervielfacherröhren (Photo 
Multiplier Tube - PMT) oder Lawinenphotodioden (Avalanche Photodiode - APD) im Geiger- 
Modus zum Einsatz [69]. 
Die einfallenden Photonen lösen bei den PMTs Elektronen aus der Oberfläche der 
Photokathode. Die Photoelektronen werden aufgrund des angelegten elektrischen Feldes in 
Richtung weiterer Elektroden beschleunigt und lösen dort wiederum weitere Elektronen aus, 
so dass deren Anzahl exponentiell zunimmt. Wenn die vervielfachten Elektronen an der 
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Anode ankommen, erzeugen sie über einem elektrischen Widerstand einen 
Spannungsabfall, der den Photoneinfall kennzeichnet. Die PMTs zeichnen sich mit einer 
sehr niedrigen Dunkelzählrate von << 100 Hz aus. Durch Einstellung der elektrischen 
Feldstärke bzw. der Amplitude der Hochspannung kann der Dynamikbereich je nach der 
Helligkeit der Probe angepasst werden. Wenn der Detektor  zum Zählen einzelner Photonen 
eingesetzt wird („photon counting“ oder „digital mode“), erreicht die Bandbreite bis zu 
> 30 MHz. Die Photonen-Detektionseffizienz ist allerdings niedrig. Vor allem für die im roten 
Bereich emittierenden Fluorophore, die in STED-Mikroskopie häufig vorkommen, liegt die 
Effizienz bei < 30 % [70]. 
Die APDs sind Photodioden, die normalerweise bei hoher Sperrspannung nahe der 
Durchbruchspannung betrieben werden. Die nach dem Einfall der Photonen erzeugten 
Ladungsträger werden aufgrund des hohen elektrischen Feldes derart beschleunigt, dass sie 
durch Stoßionisation weitere Elektron-Loch-Paare erzeugen. Diese wiederum werden auch 
beschleunigt und erhöhen die Anzahl der Ladungsträger lawinenartig. APDs zur Zählung 
einzelner Photonen werden im Geiger-Modus betrieben, bei dem die angelegte Vorspannung 
größer als die Durchbruchspannung ist. Somit erreicht die Verstärkung der Ladungsträger 
Werte > 106. Der durch das Einzelphoton verursachte hohe Stromfluss muss dann aber 
gezielt abgesenkt werden, damit die Diode wieder in den Sperrbetrieb zurückkehrt, um 
weitere Photonen detektieren zu können. Dies kann passiv über einen Vorwiderstand oder  
aktiv durch Anpassung der Vorspannung realisiert werden. Beide Methoden kosten Zeit und 
schränken somit die Bandbreite der Diode ein.  
Verglichen mit den PMTs haben die APDs auf dem Markt eine höhere Photonen- 
Detektionseffizienz bis > 60 % bei einer ebenfalls niedriger Dunkelrate von < 500 Hz [71-75]. 
Dem Photoneneinfall folgt aber eine Totzeit von 30 bis 60 Nanosekunden, bis ein weiteres 
Photon detektiert werden kann. Beide Detektortypen sind bei den Herstellern mit zugehöriger 
Elektronik als Modul zu kaufen, so dass sie ohne Weiteres in das Mikroskop eingebaut 
werden können. 
Fazit: 
Vor allem APDs werden aufgrund der hohen Photonen-Detektionseffizienz in STED- 
Mikroskopen häufig eingesetzt. Die Totzeit begrenzt aber die Bandbreite auf maximal 
30 MHz, was mit hohen Scangeschwindigkeiten nicht kompatibel ist. Daher muss auch 
bezüglich des Detektors nach Alternativen geschaut werden.  
3.2 Die elektro-optische Strahlablenkung 
Elektro-optische Deflektoren, deren Funktionsweise im Kapitel 2.3 ausführlich beschrieben 
ist, kommen hauptsächlich im Bereich der optischen Kommunikation und bei Druckern zum 
Einsatz. In Mikroskopen wurden sie bislang nicht verwendet, weil die Anzahl der auflösbaren 
Punkte aufgrund des kleinen Ablenkwinkels im mrad-Bereich und der kleinen Apertur im mm- 
Bereich begrenzt ist. Die Anzahl der auflösbaren Punkte liegt in der Praxis bei < 50 (siehe 
Gleichungen 2.12 und 2.13). Außerdem wird ein Hochspannungstreiber benötigt, der 
Spannungen bis in den kV-Bereich liefert. 
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Mit der Erfindung der STED-Technik [4] wurden die EODs in der Mikroskopie jedoch 
einsetzbar. Da das STED-Verfahren die Auflösung in der Regel bis zu 10fach erhöht und 
unabhängig von der Beugung ist, können hier mit einem EOD bis zu 500 Punkte aufgelöst 
werden. Der EOD zeigt im Gegensatz zu Galvanometer-Spiegeln keine Massenträgheit und 
funktioniert im Gegensatz zu akusto-optischen Deflektoren nahezu wellenlängenunabhängig. 
Die Antwortzeit vieler Kristalle auf die angelegte Treiberspannung beträgt nur einige hundert 
Pikosekunden und stellt damit für die Anwendung im Laserscannen praktisch keine 
Begrenzung dar.  
All diese Eigenschaften machen den EOD eine attraktive und schnellere Alternative zu 
herkömmlichen Scannern für die STED-Mikroskopie, auch wenn der Aufwand für den 
Hochspannungstreiber überwunden werden muss. In dieser Arbeit wird ein einzelner EOD 
als ultraschneller Linienscanner eingesetzt. Diese gescannte Linie wird dann mit einem 
Galvanometer-Spiegel in Richtung der langsamen Achse senkrecht zur schnellen bewegt.  
3.2.1 Der elektro-optische Deflektor 
Folgende Anforderungen sind auf der Suche nach dem besten Deflektor für STED-Systeme 
berücksichtigt: 
 Ablenkwinkel per kV angelegte Spannung: Ein möglichst hoher Ablenkwinkel ist 
erwünscht, um die Anforderungen an das Treibersystem zu reduzieren. 
 Apertur der Kristalle: Eine möglichst große Apertur ist erwünscht, um den effektiven 
Ablenkwinkel nicht zu begrenzen. Für ideale Auflösung am Mikroskop soll der 
Durchmesser des Laserstrahls in der Pupillenebene hinter dem Objektiv ~ 5,6 mm 
und somit vor der Scanlinse ~ 1,85 mm  betragen (Der Übersetzungsfaktor von drei 
kommt aufgrund der dreifachen Strahlvergrößerung durch die Scanlinse und 
Tubuslinse im Mikroskop zustande). Wenn der elektro-optische Kristall nur kleinere 
Durchmesser erlaubt, muss der Strahl hinter dem Deflektor aufgeweitet werden. Das 
führt zu einer proportionalen Reduzierung des Ablenkwinkels.  
 Bandbreite und Kapazität des Kristalls: Der Kristall muss eine Ablenkfrequenz von 
mindestens einigen hundert kHz zulassen, damit mit dem Mikroskop die gewünschte 
Bildrate von mehr als ein paar hundert Frames pro Sekunde erreicht werden kann. 
Dabei ist eine möglichst niedrige Kapazität des Kristalls von Vorteil. Dadurch 
reduzieren sich die Ansprüche an das Treibersystem, das hochfrequente 
Hochspannungen am Kristall erzeugen muss.  
Nach Produktrecherche auf dem Markt standen die in Tabelle 1 aufgelisteten Deflektoren zur 
Auswahl. Die Tabelle spiegelt die im Kapitel 2.3 erwähnten Grundlagen der elektro-optischen 
Kristalle wieder. Der Ablenkwinkel pro kV wird größer, je kleiner die Apertur und je länger der 
Kristall ist. Die Kapazität des Kristalls ist wiederum proportional zu seiner Länge.  
 
 
24 Komponenten des schnellen elektro-optischen Scanners 
 
Tabelle 1: Der Deflek torvergleich 
Firma 
Ablenkwinkel per kV 
[mrad] 
Apertur [mm] Kapazität [pF] 
Conoptics Inc., USA 7,8 2,5 180 
NNT Photonics Laboratories, 
Japan 
150 0,5 1000 bis 2000 
Leysop Ltd., England 
1,5 3 50 
3 2 50 
5 1 50 
Quantum Technologies, USA 3,5 3 100 
AdvR Inc., USA 24 < 0,8 > 100 
 
Die Deflektoren der Firmen Conoptics Inc. und AdvR Inc. zeigen demnach das beste 
Verhältnis von Ablenkwinkel zur Apertur und Kapazität. Der Deflektor von Conoptics Inc. ist 
für diese Arbeit bevorzugt worden, weil die große Apertur eine deutlich einfachere  
Handhabung im Mikroskopsystem erlaubt.  
Allgemeine Eigenschaften des ausgewählten Deflektors: 
Der Deflektor besteht aus vier AD*P (deuteriertes Ammonium Dihydrogen Phospate) 
Kristallen, die 45° zueinander versetzt angeordnet sind. Diese Zusammensetzung 
kompensiert die natürliche Doppelbrechung und die Temperatureffekte, die sonst den 
Ablenkwinkel beeinflussen würden. An den Kristallen liegen vier Elektroden in Quadrupole- 
Anordnung. An die Elektroden kann über zwei BNC-Anschlüsse am Gehäuse die notwendige 
Spannung angelegt werden. Das isolierte Gehäuse ist mit einer Immersionsflüssigkeit gefüllt, 
die den Brechungsindex zwischen den Kristallen und den Zwischenräumen ausgleicht und 
damit interne Reflexionen minimiert. Der Deflektor ist insgesamt 20 cm lang. Die 
Gesamtimpedanz der Kristalle beträgt 180 pF. Die Transmission liegt bei 85 % für den 
Wellenlängenbereich von 400 nm bis 750 nm. 
3.2.2 Das Treibersystem 
Die gewünschte Spezifikation für das Treibersystem: 
Die Anforderungen an das Treibersystem des Deflektors resultieren aus den Ansprüchen der 
Bildaufnahme. Erwünscht sind Bildfelder von 4 µm x 4 µm bis 8 µm x 8 µm mit einer 
Pixelanzahl von 250 bis 500 pro Achse und Pixelgröße von 10 bis 30 nm. Die Pixel- 
Verweildauer muss möglichst kurz aber nicht kürzer als die Fluoreszenzlebensdauer von 
3 ns bis 5 ns sein. Die Genauigkeitsfehler der Pixeladressierung bei aufeinander folgenden 
Scans darf höchstens eine halbe Pixelbreite betragen. Erstrebenswert ist auch ein 
Strahldurchmesser von ~ 5,6 mm in der Pupillenebene hinter dem Objektiv, um die Apertur 
des Objektivs effektiv ausnutzen zu können. 
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Die Linienlänge von 8 µm im Bild entspricht bei einem Objektiv mit 100facher Vergrößerung 
einem Ablenkwinkel von ± 2 mrad am Objektiv (siehe Gleichung 2.14) und ± 6 mrad am 
Deflektor. Das Verhältnis der Brennweiten der Scanlinse und der Tubuslinse verursachen, 
wie im Kapitel 3.2.1 erwähnt, den Übersetzungsfaktor von drei. Hiernach muss der Treiber 
für den ausgesuchten Deflektor mindestens ± 810 V Ausgangsspannung erzeugen. 
Eine analoge Berechnung gilt für den Strahldurchmesser. Der erwünschte 
Strahldurchmesser von ~ 5,6 mm hinter dem Objektiv entspricht ~ 1,85 mm Durchmesser am 
Deflektor. Der Strahl mit dieser Breite muss allerdings bei der vollen Ablenkung beim Austritt 
aus dem Deflektor noch innerhalb der Apertur bleiben. Diese Bedingung war mit der Apertur 
von 2,5 mm des EODs bei ± 6 mrad Ablenkwinkel nur knapp erfüllbar. Zur Optimierung 
müssen daher die beiden konkurrierenden Parameter – Ablenkwinkel und 
Strahldurchmesser – in Betracht gezogen werden. Wenn der Strahl beim Austritt aus dem 
Deflektor an der Apertur abgeschnitten wird, muss sein Durchmesser verkleinert werden. Um 
die numerische Apertur des Objektivs ausschöpfen zu können, muss dann der Strahl nach 
dem Deflektor aufgeweitet werden. Optische Abbildungen, die den Strahldurchmesser 
vergrößern, reduzieren allerdings proportional den Ablenkwinkel. Um diesen Verlust zu 
kompensieren, muss die Ablenkung am Deflektor erhöht werden. Das kann wiederum dazu 
führen, dass der Strahl wieder an der Apertur blockiert wird. Dieser Zusammenhang ist in 
dieser Arbeit nach dem maximalen Wert des Produktterms Winkel*Strahldurchmesser 
optimiert. Unter praktikablen Bedingungen stellen Strahldurchmesser von 1,5 mm vor dem 
Deflektor, eine Aufweitung von 1:1,2 und Ablenkwinkel von ± 7,2 mrad das Optimum dar und 
erfüllen die oben genannten Kriterien. Dabei steigen die Anforderungen an den Treiber, der 
in dieser Konfiguration eine Spannung von ± 970 V liefern muss. 
Eine bestimmte Pixel-Verweildauer ist am effektivsten zu realisieren, wenn sie mit den 
Taktfrequenzen übereinstimmt, die die zur Signalverarbeitung eingesetzte FPGA-Karte 
liefert. Mit der in dieser Arbeit verwendeten Karte, auf die im Kapitel 3.4 näher eingegangen 
wird, kommen Pixelclocks von 200 MHz (entspricht 5 ns Verweildauer), 160 MHz (6,25 ns) 
oder langsamere Frequenzen in Frage. Angesichts der Fluoreszenzlebensdauer ist 160 MHz 
als optimale Taktfrequenz ausgewählt worden. Bei einer Anzahl von zum Beispiel 320 Pixeln 
pro Linie (640 Pixel für Hin- und Rücklauf zusammen) ergibt sich dann eine Linienfrequenz 
von 160 MHz / 640 = 250 kHz, die der Treiber liefern muss. Auch alternative Konfigurationen 
wie zum Beispiel 200 MHz bei 500 Pixeln ergeben Linienfrequenzen in der gleichen 
Größenordnung.  
Die Signalform am Treiber soll am besten dreieckförmig sein, damit in äquidistanten 
Zeitabständen die gleiche Weglänge gescannt wird. Bei einer sinusförmiger Signalform 
werden pro Zeiteinheit in der Mitte des Bildes größere Distanzen überwunden und an den 
Rändern kleinere. Eine sägezahnförmige Spannung wäre auch möglich. Hier würde der 
Rücklauf eines Zeilenscans möglichst schnell durchgeführt, aber dafür keine Information aus 
der Probe gesammelt. 
Aus der Signalform, der notwendigen Ausgangsspannung und der Impedanz des Kristalls 
lässt sich der Ausgangsstrom berechnen, den der Treiber liefern muss. Die Kristallimpedanz 
ist rein kapazitiv. Daher gilt für den Strom: 
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Bei einer sinusförmigen Spannung gilt dann: 
                                                                                                                                                      
Hier ist der Ausgangsstrom ebenfalls sinusförmig. Bei einer dreiecksförmigen Spannung ist 
ihre Ableitung und daher der Stromverlauf rechteckförmig und hat die Amplitude: 
                                                                                                                                         
           
In dem konkreten Fall für ±1 kV Spannung bei 250 kHz bei einer Impedanz von 180 pF muss 
der Treiber einen Strom von ±180 mA liefern.  
Aus allen oben genannten Kriterien ergibt sich folgende Tabelle als Wunschspezifikation für 
den Treiber: 
Tabelle 2: Erwünschte Spezifikation für das Treibersystem für den elek tro-optischen Deflek tor 
Ausgangsspannung  ± 1 kV 
Ausgangsstrom ± 180 mA 
Signalform Dreieck 
Arbeitsfrequenz 250 kHz 
 
Eine weitere Randbedingung dabei ist, dass der Aufwand, die Kosten und die physikalische 
Größe des Treibers nicht zu einem dominanten Faktor bezüglich des gesamten 
Mikroskopsystems werden dürfen. 
Die Produktrecherche nach einem kommerziellen Treiber zeigte, dass auf dem Markt leider 
kein Gerät angeboten wurde, das die Kriterien für Ausgangsspannung, Ausgangsstrom und 
Arbeitsfrequenz gleichzeitig erfüllt (für Einzelheiten siehe Anhang B). Daher ist ein eigener 
Treiber entwickelt worden.  
Das Treibersystem als Eigenentwicklung:  
Die rein kapazitive Impedanz legt es nahe, die hohe Spannung mit einem 
Resonanzschwingkreis zu erzeugen. Dies bringt gleichzeitig den Vorteil einer geringen 
Gesamtverlustleistung. Die Entwicklung des Treibers folgte in dieser Arbeit in drei Schritten. 
Als erstes wurde ein einfacher, für 250 kHz abgestimmter Resonanzschwingkreis aufgebaut, 
bei dem der EOD mit einer Induktivität kombiniert wurde. Die Abbildung 3.2a stellt die 
Schaltung schematisch dar. Als erste Eingangsstufe dient ein Signalgenerator (Modell 
DA4300, Ausführung PCI-Karte, Acquitek, Frankreich). Der Generator verfügt über vier 
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Abbildung 3.2: Der Aufbau des Resonanzschwingkreises, wodurch der elek tro-optische Deflek tor mit 
hohen Spannungen im kV-Bereich versorgt werden kann, erfolgte in drei Schritten: a) Aufbau eines  
einfachen Serienschwingkreises, bei dem der rein kapazitive Deflek tor mit einer Induktivität kombiniert 
ist. b) Die Symmetrisierung der Schaltung durch eine zweite Sekundärwick lung am Transformator. Die 
Symmetrisierung bewirk t, dass beide Anschlüsse des EODs mit der gleichen Spannung versorgt  
werden und sein Gehäuse mit dem Transformator auf definiertem Potential liegt. c) Erweiterung der 
Schaltung um ein LC-Glied, damit bei der dreifachen Frequenz von 750 kHz einer zweite 
Resonanzerhöhung stattfindet. Durch Überlagerung von zwei resonant erhöhten Sinusspannungen 
wird eine dreiecksförmige Spannung am EOD angenähert. Somit erhöht sich der linear gescannte  
Anteil des Bildfeldes (siehe auch Abbildung 3.5 und Gleichung 3.5). Teil d) gibt die Impedanzen der 
Schaltungselemente und die Spannungsverteilung über die Gesamtschaltung wieder.  
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Abbildung 3.3: Eingangsstufe des Treibersystems: zweistufige Verstärkereinheit mit Gain von 10 zur 
Verstärkung der Analogausgänge des Signalgenerators  
Analogausgänge mit ± 1 V Ausgangsspannung bei einer Bandbreite von 300 MHz. Er wird 
über ein mit LabView 8.5 (National Instruments, USA) entwickeltes Programm gesteuert. 
Dem Generator folgt eine zweistufige Verstärkereinheit in zwei Zweigen (Abbildung 3.3), die 
aus zwei breitbandigen Operationsverstärkern (Modell THS4601, Texas Instruments, USA) 
und zwei schnellen Leistungsverstärkern (Modell PA119CE, Cirrus Logic, USA) besteht. Bei 
der Wahl des Leistungsverstärkers waren dessen kurze Anstiegszeit von 900 V/µs und hoher 
Ausgangstrom bis 4 A ausschlaggebend (für den Schaltplan siehe Anhang A).  
Die beiden Zweige sind um 180º phasenverschoben mit dem Transformator verbunden und 
erzeugen so zwei Mal ± 10 V auf der Primärseite. Der Transformator überträgt die Leistung 
auf die Sekundärseite mit dem Resonanzschwingkreis. Hier sind eine Induktivität und der 
Deflektor in Serie geschaltet. Durch Resonanzerhöhung entsteht ±1 kV Spannung am 
Deflektor. 
Der Transformator ist mit einem Ferritkern Kit von der Firma Epcos GmbH, Deutschland 
gebaut. Das Kit besteht aus zwei Ferritkernhälften aus Material N97 und einer Form in 
ETD59 Ausführung. Die Windungen des Transformators sind mit Hochfrequenzlitze 
gewickelt. Bei der Materialauswahl der Kerne und der Form wurden die effektive 
magnetische Permeabilität, der optimale Frequenzbereich und die Verlustleistung per 
Volumen in Betracht gezogen. Die Verlustquellen bei einem realen Transformator sind im 
Kapitel 2.4 angegeben. Zwischen den Kontaktstellen der Kernhälften sind 0,1 mm dünne 
Distanzscheiben eingebracht, die als Spalt dienen. Durch den Spalt treten im Kern die 
Sättigungseffekte erst bei höheren magnetischen Feldstärken bzw. bei höheren Strömen in 
den Windungen auf. Zusätzlich werden die Hystereseverluste geringer. Dabei sinkt allerdings 
die Kopplungseffizienz zwischen der Primär- und Sekundärseite.  
 
Stufe 1 mit
THS4601
Stufe 2 mit
APEX119CE
Verbindungen zum 
Signal Generator
Verbindungen zum 
Resonanzschwingkreis
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Abbildung 3.4: Die am Deflek tor gemessene Spannung bei unterschiedlichen Spaltbreiten am 
Ferritkern des Transformators: ohne Spalt, mit Spalt an einem Ferritkernarm und mit Spalt an beiden 
Armen. Die Linearität der Kerne steigt mit der Spaltbreite. Allerdings sinken die Eigeninduktivität und 
die Kopplungseffizenz des Transformators.  
Die Abbildung 3.4 zeigt den Anstieg der Spannung am Deflektor als Funktion der 
Eingangsspannung bei unterschiedlichen Spaltbreiten.  
Die optimale Anzahl der Windungen und das optimale Übersetzungsverhältnis des 
Transformators wurden experimentell ermittelt, weil hier mehrere Parameter konkurrieren 
und nicht alle exakt definiert sind. Je mehr Windungen der Transformator hat, desto höher ist 
seine Eigeninduktivität und desto unabhängiger ist die Leistungsübertragung von der 
Belastung. Hohe Eigeninduktivität bedeutet aber auch hohe Streuinduktivität, die nicht mehr 
vernachlässigt werden kann und als dem Resonanzkreis in Serie geschaltete zusätzliche 
Induktivität betrachtet werden muss. Bei der Bestimmung des idealen 
Übersetzungsverhältnisses spielen die Kupferverluste eine große Rolle. Wenn man bei 
konstantem Strom und konstanter Windungszahl auf der Sekundärseite die Windungen der 
Primärseite reduziert, um ein höheres Übersetzungsverhältnis zu erhalten, treten zwei 
Effekte auf. Einerseits werden die Kupferverluste aufgrund der kürzeren Leitungslänge 
geringer, andererseits werden sie aufgrund des erhöhten Stromflusses höher. Für die 
Endversion des Schwingkreises gilt, dass das Übersetzungsverhältnis von 1:1,26 mit 19 
Windungen auf der Primär- und 24 Windungen auf der Sekundärseite mit jeweils einer 
Wicklungslage sich als bester Kompromiss erwiesen hat.  
Auch die Induktivität für den Resonanzschwingkreis ist um einen Ferritkern aus Material N97 
gewickelt, die sich in einer ETD54 Form befindet.  
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Mit diesem einfachen Aufbau wurde eine Resonanzgüte von etwa 50 erreicht, wodurch der 
EOD problemlos mit 2 kVpp versorgt werden konnte. Die Güte entspricht den ohmschen 
Verlusten von etwa 70 Ohm (siehe Gleichung 2.16), was mit den auf den Datenblättern 
angegebenen Verlusten der Ferritkerne beim Transformator und der Induktivität 
übereinstimmt. 
Als nächstes wurde die Spannungsversorgung am EOD symmetrisiert, indem die 
Sekundärseite des Transformators um eine zweite, von der ersten unabhängigen Lage mit 
gleicher Windungsanzahl ergänzt wurde (Abbildung 3.2b). Dadurch wurde erreicht, dass 
beide Signalanschlüsse des EODs mit um 180º phasenversetzter Spannung versorgt werden 
und die Massenanschlüsse gemeinsam mit den jeweiligen Enden der Sekundärwindungen 
auf definiertem Potential liegen. Die Induktivität wurde auf die Primärseite gezogen, damit mit 
einem Bauteil beide Sekundärseiten in Resonanz betreiben werden konnten. 
Die Spannungserhöhung durch Resonanz gilt zunächst für sinusförmige Spannungen. Wie 
oben erwähnt, eignet sich aber eine Dreieckspannung für lineare Ablenkung am Mikroskop 
besser als eine Sinusspannung. Dazu wurde der Schwingkreis mit einem parallel 
geschalteten LC-Glied erweitert, auf dessen Eigenschaften unten näher eingegangen wird  
(Abbildung 3.2c). 
Die Fourierentwicklung der Dreieckspannung (Gleichung 3.4) zeigt, dass sie mit einer 
Sinusspannung bei der Hauptfrequenz und mit einer weiteren Sinusspannung mit neunfach 
niedriger Amplitude bei der dreifachen Frequenz bereits gut angenähert werden kann  
(Abbildung 3.5).  
                     
             
       
  
 
 
   
                                                                                      
Mit den ersten beiden Termen gilt:  
                                                                                                                                             
In der Endversion der Schaltung generiert daher der Signalgenerator am Eingang an zwei 
Anschlüssen Spannungen mit 750 kHz, die zusammen mit der ursprünglichen Spannung bei 
250 kHz verstärkt werden. Das parallel geschaltete LC-Glied bewirkt dabei, dass bei der 
zweiten Frequenz auch eine Resonanzerhöhung stattfindet und somit am EOD sowohl 
2 kVpp bei 250 kHz als auch 220 Vpp bei 750 kHz gleichzeitig anliegen.  
Das LC-Glied ist dazu so dimensioniert, dass dessen Gesamtimpedanz:  
 bei Frequenzen < 500 kHz induktiv ist und genau bei 250 kHz zusammen mit der 
Hauptinduktivität    die Resonanzbedingung mit dem Deflektor erfüllt 
 bei Frequenzen > 500 kHz kapazitiv ist und genau bei 750 kHz zusammen mit dem 
Deflektor die Resonanzbedingung mit der Hauptinduktivität erfüllt.  
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Abbildung 3.5: Synthese einer Dreiecksspannung durch Addition von einer sinusförmigen 
Schwingung bei der Hauptfrequenz und einer weiteren um 180  phasenverschobenen sinusförmigen 
Schwingung bei dreifacher Frequenz mit neunfach k leineren Amplitude.  
Die Frequenzen von 250 kHz und 750 kHz und die Impedanz des Deflektors sind hier feste 
Größen. Wenn man auch die Dimension der Hauptinduktivität    auf einen baulich günstigen 
Wert festlegt, ergeben sich die Dimensionen der Kapazität    und der Induktivität    des LC- 
Gliedes durch zwei Gleichungen mit zwei Unbekannten wie folgt: 
Die Impedanz des LC-Gliedes errechnet sich aus der Parallelschaltung der induktiven 
Impedanz      und der kapazitiven Impedanz        . Sie lautet: 
           
    
          
                                                                                                                                       
Bei niedrigen Frequenzen ist diese Impedanz induktiv mit  
                 
  
          
                                                                                                         
wobei der zweite Produktterm die effektive Induktivität        darstellt.  
Bei hohen Frequenzen ist die Impedanz kapazitiv und lässt sich als 
               
 
  
  
     
          
  
 
  
 
 
    
                                                                                             
umschreiben. Hier ist der zweite Produktterm der Kehrwert von der effektiven Kapazität     . 
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Um eine Resonanzerhöhung bei 250 kHz zu erhalten, soll gelten: 
          
 
          
                                                                                                                                   
bzw. 
       
 
                           
                                                                                               
Um eine Resonanzerhöhung bei 750 kHz zu erhalten, soll gelten: 
       
 
          
                
               
 
                                                                                            
 
Abbildung 3.6: Sollwerte für den Kondensator und die Induktivität des LC-Gliedes in Abhängigkeit 
von der Hauptinduktivität Lh . Wenn die Dimension eines der Bauteile Lg, Cg oder Lh festgelegt wird,  
ergeben sich daraus die Werte für die restlichen beiden Bauteile. Bei der Dimensionierung wurde der 
mark ierte Bereich bevorzugt, weil hier die Induktivitäten und daher die Effekte der Streuinduktivitäten 
k lein sind. 
Durch die Berechnung von       und       bei festgelegter    lassen sich mit den obigen 
Gleichungen  die Werte der     und     bestimmen. Dabei darf nicht vergessen werden, dass 
der Deflektor über zwei sekundärseitige Windungen versorgt wird und der Transformator für 
beide Windungen das Übersetzungsverhältnis von 1:1,26 hat. Wenn der Deflektor für die 
Berechnung auf der Primärseite vorgestellt wird, muss seine Kapazität als                 
                        
            angenommen werden. Die Abbildung 3.6 stellt die 
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berechneten Sollwerte für den Kondensator und die Induktivität bei unterschiedlichen 
Hauptinduktivitäten dar. 
Der markierte Bereich sieht kleine Werte für beide Induktivitäten vor und ist bei der 
Konstruktion des LC-Gliedes bevorzugt, um die Einflüsse der Streuinduktivitäten zu 
minimieren. Weil die verwendeten Bauteile eine hohe Toleranz von ± 20 % um den nominal 
angegeben Wert zeigen, ist eine experimentelle Feinabstimmung absolut notwendig. Bei der 
aktuellen Anordnung beträgt die Hauptinduktivität 86 µH mit 8 Windungen auf einem N97 
Kern in ETD54 Form. Das LC-Glied besteht aus einer Parallelschaltung von 
Hochspannungskondensatoren mit Gesamtkapazität von 1030 pF und einer Induktivität von 
160 µH mit der gleichen Bauart wie die Hauptinduktivität.  
Die Abbildung 3.2d gibt die Dimensionen der Bauteile der gesamten Schaltung wieder. 
Der aufgebaute Schwingkreis ist direkt auf den Deflektor platziert (Abbildung 3.7). Durch den 
kompakten Aufbau sind daher nur kurze Leitungen nötig und die Streufelder im Raum sind 
minimiert. Der Resonanzbetrieb vermeidet hohe Verlustleistung in Form von Wärme, die 
sonst abgeführt werden müsste.  
 
Abbildung 3.7: Foto des doppelt-resonanten Scanners: Der kompakte Aufbau ermöglicht die direk te 
Montage der Schaltung auf den Deflek tor. Die kurzen Leitungen minimieren die Streufelder im Raum.  
Transformator Hauptinduktivität
Induktivität des
LC Gliedes
Kondensatoren
des LC Gliedes
Deflektor
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3.2.3 Charakterisierung des Ablenkverhaltens des Deflektors mit 
dem Treibersystem 
Linearität: 
Der Treiber bzw. die Spannung am Deflektor wurde zunächst elektrisch mit dem Oszilloskop 
(Agilent MSO6054A, USA) charakterisiert. Erst wurde die Frequenz einer sinusförmigen 
Eingangsspannung kontinuierlich erhöht und dazu die Ausgangsspannung am EOD 
gemessen. Die Resonanzerhöhung erfolgte wie erwünscht bei zwei Frequenzen (Abbildung 
3.8). Die Kapazität von 13 pF der Tastköpfe konnte allerdings nicht vernachlässigt werden 
und hat die Resonanzfrequenzen zu um 4 % niedrigeren Werten verschoben. Das 
notwendige Amplitudenverhältnis von 9:1 bei den jeweiligen Frequenzen konnte durch 
Variation der Eingangsspannungen am Signalgenerator eingestellt werden. Bei der aktuellen 
Anordnung ist das Amplitudenverhältnis am Eingang 9:3,6, um am Deflektor das Verhältnis 
9:1 zu erreichen. Das impliziert, dass die Spannungserhöhung durch Resonanz bei 750 kHz 
weniger effektiv ist als bei 250 kHz. Dieser Effekt kommt hauptsächlich daher, dass die 
theoretisch erreichbare Güte eines Serienschwingkreises bei konstanter Kapazität bei der 
dreifachen Frequenz dreifach reduziert ist, weil die kompensierende Induktivität neun Mal 
kleiner ist (siehe Gleichung 2.15). Dazu kommen die erhöhten Kernverluste bei höheren 
Frequenzen.  
  
Abbildung 3.8: Spannungserhöhung durch Resonanz an zwei Frequenzen durch den Einbau eines 
zusätzlichen LC-Gliedes in den Resonanzschwingkreis: Das Amplitudenverhältnis und die Phase der 
erhöhten Spannungen kann durch die Einstellung in der Eingangsstufe variiert werden.  
0
20
40
60
80
100
120
140
160
180
0 250 500 750 1000
S
p
a
n
n
u
n
g
 a
m
 E
O
D
 [
V
p
p
]
Frequenz [kHz]
Resonanzkurve
35 Komponenten des schnellen elektro-optischen Scanners 
 
 
Abbildung 3.9: Direk te Spannungsmessung am EOD mit Oszilloskop: Die Signalform ist aufgrund der 
Überlagerung zweier Spannungen bei 250 kHz und 750 kHz nahezu dreiecksförmig. 
Bei den elektrischen Messungen wurde die am EOD liegende Ausgangsspannung nur bis 
800 Vpp erhöht, um den Messbereich des Oszilloskops nicht zu überschreiten. Bis zu 
diesem Bereich zeigte der Treiber lineares Verhalten und die Dreieckform konnte 
einwandfrei erzeugt werden (Abbildung 3.9). 
Um den Bereich darüber hinaus bis 2 kVpp ohne den Einfluss der Tastköpfe zu evaluieren 
und den Treiber optisch zu charakterisieren, wurde ein Messsystem mit einem 
positionssensitiven Detektor (PSD, Modell NT58-283, Edmund Optics, Deutschland) 
aufgebaut. Der ausgewählte PSD besitzt eine aktive Fläche von 4 mm², hat eine Anstiegszeit 
von 0,08 µs und ist ein duo-laterales Modell. Durch die Differenz der Ausgangsströme von 
jeweils zwei Anschlüssen kann die Strahlposition in x- bzw. y- Richtung relativ zur 
Detektormitte ermittelt werden. 
Bei der Messanordnung wird der Laserstrahl mit dem Deflektor abgelenkt und vom 
Deflektorausgang auf die Oberfläche des PSDs fokussiert (Abbildung 3.10). Der EOD ist so 
ausgerichtet, dass die Ablenkung nur in x-Richtung stattfindet. Die zwei Anschlüsse für die  
x-Richtung sind an die beiden Operationsverstärker OPA657 (Texas Instruments, USA) 
angeschlossen, die als Strom-Spannungswandler agieren. Ein weiterer Operationsverstärker 
des gleichen Modells verstärkt deren Differenzsignal und wird mit dem Oszilloskop 
verbunden (siehe Anhang A für den Schaltplan). Das Signal am Oszilloskop entspricht direkt 
der Positionsänderung durch Strahlablenkung. 
 
Abbildung 3.10: Messanordnung zur optischen Charakterisierung des Ablenkverhaltens des EODs  
mit einem positionssensitiven Detektor: Die Differenz der Ausgangsströme an beiden Enden des 
Detektors gibt den Strahlversatz wieder.  
50 V
2 µs
Laserstrahl
Treiber
Deflektor
Linse
PSD mit 
Messelektronik
Oszilloskop
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Abbildung 3.11: Die Eingangsspannung am Treiber versus die Ausgangsspannung am positions -
sensitiven Detektor, die dem Ablenk winkel am Deflek tor entspricht . Es wurden Messungen mit  
variierenden Spannungsformen und Lichtintensitäten durchgeführt. Die dünnen schwarzen Linien 
kennzeichnen die zugehörigen linearen Trendlinien.  
Als erstes wurde die Eingangsspannung am Treibersystem erhöht und mit der Positions-
änderung am PSD verglichen. Dabei wurden sowohl Sinusspannungen bei 250 kHz und 
750 kHz als auch die Dreiecksspannung untersucht. Auch die Lichtintensität wurde variiert, 
um eventuelle Einflüsse des optischen Dynamikbereichs des PDSs auszuschließen. Die 
Abbildung 3.11 zeigt einige Beispielmessungen, bei denen die Ausgangsspannung der PSD 
Elektronik gegen die Eingangsspannung am Treibersystem des Deflektors aufgetragen ist. 
Dieses Ergebnis stimmt mit den vorhergehenden elektrischen Messungen bis zu 800 Vpp 
Sinusspannung am EOD mit der Eingangsspannung bis 0,4 V gut überein (Abbildung 3.12). 
Nach der Überlagerung der elektrischen Messungen mit den optischen kann extrapoliert 
werden, dass am EOD bei der maximalen sinusförmigen Eingangsspannung ca. 2,1 kVpp 
anliegen.  
Sowohl bei elektrischen als auch bei optischen Messungen fällt auf, dass die 
Ausgangsspannung am PSD bzw. der Ablenkwinkel bei kleinen Eingangsspannungen bis  
0,2 V kleiner als erwartet ist. Das kann mit sich ändernden Verlustfaktoren bei 
unterschiedlichen Temperaturen und bei unterschiedlichen magnetischen Flussdichten an 
den Ferritkernen erklärt werden.  
Der Ausschnitt aus dem Datenblatt (Abbildung 3.13) für das eingesetzte Ferritkernmaterial 
N97 zeigt [76], dass die Verluste bei konstanter Flussdichte von der Raumtemperatur bis 
90°C sinken und erst dann wieder ansteigen. Bei konstanter Temperatur nehmen sie mit  der 
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Abbildung 3.12: Übereinstimmende elek trische Messungen (linke y-Achse) und optische Messungen 
(rechte y-Achse), die die Linearität des Ablenkwinkels in Abhängigkeit von der Eingangsspannung am 
Treiber darstellen.  
 
 
Abbildung 3.13: Verlustleistungsdichte Pv im Ferritkern N97 in Abhängigkeit von der Flussdichte 
(links) und der Temperatur (rechts) [76].  
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steigenden Flussdichte zu1. Während der Strahlablenkung steigt die Temperatur der Kerne 
mit steigender Flussdichte bzw. mit steigendem gewünschtem Ablenkwinkel. Das bedeutet, 
dass die Kernverluste einerseits wegen der höheren Flussdichte zunehmen, aber wegen der 
höheren Temperatur abnehmen. Im aktuellen Arbeitsbereich variiert die Temperatur der 
Bauteile zwischen Raumtemperatur ohne Ablenkung bis 75°C bei voller Ablenkung. Die 
magnetische Flussdichte am Transformator steigt dabei bis 100 mT. Es ist anzunehmen, 
dass bei kleinen Spannungen, bei denen die Kerne noch kalt sind, die temperaturbedingten 
Verluste noch dominieren. 
Außerdem wird der Bereich noch nicht erreicht, indem die durch Flussdichte verursachten 
Verluste plötzlich steigen und die Linearität beeinträchtigen würden. Eine Sättigung der 
Kerne ist auch nicht zu beobachten, die laut Herstellerdaten erst bei vierfacher Flussdichte 
erwartet wird. Daher verhält sich das Treibersystem ab Eingangsspannungen von 0,2 V 
weitgehend linear.  
Synthese der Dreiecksspannung: 
Auch die Form der Dreiecksspannung wurde mittels PSD evaluiert.  Die Abbildung 3.14 zeigt 
den direkten Vergleich zwischen den sinus- und dreiecksförmigen Ablenkungspfaden  bei 
höchster Eingangsspannung. 
 
Abbildung 3.14: Die Ausgangsspannung am PSD bei sinusförmiger (a) und dreiecksförmiger (b ) 
Spannung am Deflek tor. 
Das dreieckförmige Signal am PSD wurde mithilfe von Matlab 7.1 Curve Fitting Tool 
analysiert. Die Analyse zeigt, dass die Synthese eines Dreiecks als Kombination von zwei 
Sinussignalen gelungen ist. Die Abbildung 3.15 unten stellt die Ausgangsspannung am PSD 
bei der höchsten Amplitude mit dem zugehörigen Fit dar.  
Der Fitkurve gehört die folgende Gleichung:  
                                                                                              
                                                 
1
 Die Messungen aus dem Datenblatt wurden in der Kernform R34 durchgeführt und nicht in der Form 
ETD54 und 59, die in dieser Arbeit verwendet wurden. Die Tendenz des Verlustverhaltens stimmt aber 
für alle Formen überein.  
a) b)
50 mV
1 µs
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Abbildung 3.15: Der dreiecksförmige Signalverlauf am PSD (blau) und der zugehörige Fit (rot), der 
mit Matlab7.1 Curve Fitting Tool berechnet ist. 
Die Amplituden der Sinusanteile stehen im Verhältnis 578,8 / 61,09 = 9,47 und die 
Frequenzen im Verhältnis 0,03143 / 0,09366 = 1 / 2,98 = 0,336. Es ist somit eine gute 
Annäherung zu der gezielten Fourierentwicklung eines Dreiecksignals erreicht worden, bei 
der die Amplituden im Verhältnis 9:1 und die Frequenzen im Verhältnis 1:3 zueinander 
stehen sollen. Die Phasenverschiebung zwischen den Sinusspannungen kann am 
Signalgenerator, der als Eingangsstufe des Treibersystems agiert, ausgeglichen werden.  
Temperatureffekte: 
Die Abbildung 3.16 zeigt die Temperatur der einzelnen Bauteile mit Ferritkern über die Zeit 
nach dem Einschalten bis etwa 8 Minuten bei der maximalen Amplitude. Weiterhin ist die 
Änderung der Ausgangsspannung am PSD bei unterschiedlichen Konfigurationen 
dargestellt.  
Nach dem Einschalten des Treibers steigt die Temperatur der Ferritkerne langsam an. Je 
höher die angelegte Spannung ist, desto steiler sind die Temperaturanstiege. Wie oben 
erwähnt, haben die hohen Temperaturen bis 90ºC zur Folge, dass die Kernverluste sinken. 
Somit steigt die Güte des Resonanzschwingkreises und die Ausgangsamplitude am 
Deflektor wird größer. Analog dazu steigt auch die Amplitude am PSD. Der steile Anstieg 
innerhalb der ersten Minuten nimmt dann ab und die Amplitude schwankt dann um 1 % 
innerhalb von mehreren Minuten. Diese Schwankung liegt allerdings in dem Bereich des 
elektronischen Rauschens der PSD Schaltung. Um die Temperatureffekte ohne den Einfluss 
des elektronischen Rauschens am PSD zu untersuchen, wurden weitere optische 
Messungen an einem reflektierenden Gitter durchgeführt.  
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Abbildung 3.16: Die Ausgangsspannung am positionssensitiven Detektor und die Temperatur der 
Ferritkerne nach dem Einschalten des Treibers. Zunächst ist ein Einstieg der Ausgangsspannung zu 
beobachten, weil die Kerne wärmer werden und dadurch die Kernverluste sinken. Nach einigen 
Minuten schwingt der Zustand ein und die Amplitudenschwankungen sinken auf das Niveau des 
Elektronikrauschens des positionssensitiven Detektors.  
Reflektionsabbildungen am Gitter zur weiteren Untersuchung der Temperatureffekte: 
Die optischen STED-Aufbauten, in die der Scanner integriert worden ist, werden im Kapitel 4 
ausführlich beschrieben. In diesem Abschnitt wird nur auf Messergebnisse eingegangen, die 
die Temperatureffekte direkt nach dem Einschalten des Treibers demonstrieren.  
Bei den Messungen wird der Laserstrahl mit dem Mikroskopobjektiv auf ein Gitter fokussiert. 
Der Strahl wird am Gitter reflektiert und erreicht den Detektor. Das Gitter ist so orientiert, 
dass die Gitterlinien und die Scanachse des Deflektors im Winkel von 90 zueinander liegen. 
Die Gitterlinien werden nur mit dem elektro-optischen Deflektor eindimensional gescannt und 
die Photonen über die Zeit aufgetragen, so dass y-t-Graphen entstehen. Pro Scanperiode 
wird ein bestimmter Pixel einmal beim Hinlauf und einmal beim Rücklauf insgesamt zwei Mal 
adressiert. In den Bildern sind diese Läufe nicht überlagert, sondern übereinander 
dargestellt, so dass die obere Hälfte des Bildes das Spiegelbild der unteren Hälfte ist. 
Abbildung 3.17a zeigt als Beispiel eine Langzeitmessung über 6,25 Minuten. Die Y-Achse 
gibt die gemessene Breite der Gitterlinie und die X-Achse die Zeit an. Die obere Spur ist die 
gespiegelte Abbildung der unteren. Diese Messung wurde mit einer mittleren Zeitauflösung 
von einer Sekunde aufgenommen. Das heißt, dass eine Linie im Bild der Summe der 
Photonen entspricht, die innerhalb einer Sekunde (bzw. über 250000 tatsächlichen Scans) 
gesammelt worden sind. Zu Beginn der Messung hatten die Ferritkerne Raumtemperatur. 
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Abbildung 3.17: Eindimensionales schnelles Scannen über eine Gitterlinie mit Darstellung über die 
Zeit. Die Messung macht die Änderungen der Phasen- und Amplitudenverhältnisse im 
Resonanzschwingkreis aufgrund des Temperaturanstiegs deutlich.  
Was zunächst auffällt ist, dass sich beide Spuren in den ersten Minuten nach oben 
verschieben und schmaler werden. Die Verschiebung der Spuren ist auf die 
temperaturbedingte Phasenänderung der Spannungen im Resonanzschwingkreis 
zurückzuführen. Dadurch verschiebt sich der zeitliche Zusammenhang zwischen der 
Scanperiode und der Pixelclock in der Software, die das Bild rekonstruiert. Das 
Phasenverhältnis schwingt nach ca. zwei Minuten ein, wie aus dem Linienprofil in Abbildung 
3.17b zu entnehmen ist. Die Änderung der gemessenen Linienbreite ist im Einklang mit den 
Messungen, die mit dem positionssensitiven Detektor gemacht worden sind. Mit dem PSD 
wurde gezeigt, dass die Kerne nach dem Einschalten wärmer werden und dadurch die 
Verluste im Schwingkreis sinken. Daher erhöht sich die Ausgangsspannung. Hier sieht man 
den gleichen Effekt anhand des Bildfeldes. Weil die Spannung am Deflektor bei 
Raumtemperatur kleiner ist als im eingeschwungenen Zustand, wird ein kleinerer Bereich im 
Bild abgetastet, der aber auf die gleiche Fläche projiziert wird wie sonst. Dadurch erscheinen 
die Strukturen größer (Abbildung 3.17c). Nach vier Minuten schwingt die Größe des 
abgetasteten Bildfeldes ein, wie in Abbildung 3.17d und e zu sehen ist. Hier wurden die 
Linienbreiten über die drei letzteren 30 Sekunden gemittelt dargestellt. Die summierten 
Profile über diese drei Abschnitte unterscheiden sich kaum. 
Am Gitter wurden auch Kurzzeitmessungen mit höherer Zeitauflösung durchgeführt. Die 
Messung in Abbildung 3.18 wurde über fünf Sekunden mit einer Zeitauflösung von im Schnitt 
400 µs aufgenommen. Auch hier hatten die Kerne zu Beginn die Raumtemperatur und waren 
noch nicht im eingeschwungenen Zustand. In Abbildung 3.18b sind die Abschnitte der 
ersten, dritten und fünften Sekunde überlagert. In c sind die summierten Linienprofile 
dargestellt. Demnach sind die Phasenverschiebung und die Amplitudenänderung innerhalb 
dieser Zeit nicht groß genug, um eine Verschmierung des aufgenommenen Bildes zu 
verursachen.  
0
500
1000
1500
2000
2500
0 100 200 300 400t = 0 t = 6,25 min
A B
y-t-Graph
Umkehrpunkt
Linienprofil von A bis Ba) b)
Änderung der Bildfeldgröße
L
in
ie
n
b
re
ite
 [
n
m
]
Zeit [s]
Summierte Linienprofile
S
e
k
 2
4
0
 b
is
 2
7
0
S
e
k
 2
7
0
 b
is
 3
0
0
S
e
k
 3
0
0
 b
is
 3
3
0
Ü
b
e
rl
a
g
e
ru
n
g
d)
c) e)
2
 µ
m
P
h
o
to
c
o
u
n
ts
[-
]
Zeit [min] 6,25
P
h
o
to
c
o
u
n
ts
[-
]
y [nm]
0
1000 20000
t
y
42 Komponenten des schnellen elektro-optischen Scanners 
 
 
Abbildung 3.18: Kurzzeitmessung an der Gitterlinie mit höherer Zeitauflösung: Die Temperatureffek te 
machen sich innerhalb von wenigen Sekunden kaum bemerkbar. 
Die Zeitauflösung noch mehr zu erhöhen, um potentielle Schwankungen von zwei direkt 
aufeinanderfolgenden Linien zu bestimmen, ist mit Gittermessungen leider nicht möglich. 
Das Linienprofil in Abbildung 3.18d macht deutlich, dass die Fluktuationen in der Anzahl der 
gesammelten Photonen das Anlegen der Linienprofile ohne starke Mittelung unmöglich 
macht. Aussagen über die Genauigkeit von aufeinanderfolgender Scans konnten daher 
indirekt ermittelt werden, indem hochauflösende STED-Messungen an fluoreszierenden 
Beads (technisch hergestellte farbstoffgefüllte Kunststoffkügelchen) mit bekanntem 
Durchmesser durchgeführt wurden. 
Hochauflösende Messungen an fluoreszierenden Beads: 
Den zuverlässigsten Nachweis, ob der Deflektor und sein Treibersystem für STED- 
Mikroskopie geeignet sind, lieferten hochauflösende Fluoreszenzmessungen an technischen 
Proben, deren Durchmesser und Form im Voraus bekannt sind.  Die Abbildung 3.19 zeigt 
Messungen an gelb-grün fluoreszierenden Beads (Invitrogen, USA) mit nominalen 
Durchmessern von 100 nm, 40 nm oder 24 nm. Die Bilder wurden dementsprechend mit 
Pixelgrößen von 25 nm, 15 nm und 10 nm aufgenommen. In allen Bildern scannte der 
elektro-optische Deflektor die Y-Achse und der Galvanometer-Spiegel die langsame X-
Achse. 
Nach den Messungen wurden die Bilder mit einem Beads-Detektionsprogramm evaluiert 
(Institutsinternes Programm, Max Planck Institut für Biophysikalische Chemie, Deutschland). 
In dem Programm werden die Beads lokalisiert und an die eine zwei-dimensionale 
Lambertian-Funktion gefittet. Das Programm gibt dann den Mittelwert der Halbwertsbreiten 
der Fitfunktionen in X- und Y Richtung aus. Die somit ermittelten Halbwertsbreiten betrugen 
bei 100 nm Beads 102 nm in X- und 104 nm in Y-Richtung. Für 40 nm Beads lagen diese 
Werte bei jeweils 41 nm und für 24 nm Beads lagen sie bei 28 nm und 26 nm.  
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Abbildung 3.19: Hochaufgelöste fluoreszierende Beads mit  bekannten Durchmessern zeigen, dass 
sowohl auf der langsamen als auch auf der schnellen Achse ein ähnlich großer Durchmesser 
gemessen werden. Die Messungen implizieren, dass die Positionsrepetitionsgenauigkeit der 
Galvanometer und des elek tro-optischen Deflek tors in der gleichen Größenordnung liegen. 
Die Schlussfolgerung nach diesen Messungen ist, dass die Genauigkeit des elektro-
optischen Deflektors mindestens genauso gut wie bei den Galvanometer-Spiegeln sein soll. 
Von den Galvanometer-Spiegeln ist laut Herstellerdaten bekannt, dass sie eine 
Positionsgenauigkeit von 6 µrad haben. Bei einem Objektiv mit 100x Vergrößerung 
entspricht das 4 nm im Bildfeld. Diese Genauigkeit ist auch bei dem Deflektor zu erwarten, 
weil sonst die gemessenen Durchmesser von Beads in Y-Richtung bedeutend höher 
ausgefallen wären.  
Es ist auch zu beachten, dass bei Mikroskopiebildern zunächst durch die Aufteilung in Pixeln 
eine bestimmte Ungenauigkeit in Kauf genommen wird, weil die Pixelgröße nicht unendlich 
klein gewählt werden kann.   
 
3.2.4 Fazit 
In den obigen Abschnitten wurden der elektro-optische Deflektor und das dafür aufgebaute 
Treibersystem vorgestellt. Diese Einheit erfüllt alle Voraussetzungen bezüglich der 
Bildfeldgröße, des Ablenkwinkels, der Ablenkfrequenz, des Strahldurchmessers und der 
Linearität für ein ultraschnelles Scannen in STED-Nanoskopie. Die Genauigkeit der 
Pixeladressierung des Systems ist mindestens so gut wie bei Galvanometer-Spiegeln und 
liegt somit bei < 4 nm über die gesamte Linie von 8 µm. Insbesondere für  
Langzeitmessungen über mehrere Minuten muss darauf geachtet werden, dass der Scanner 
vor Beginn der Messung ca. fünf Minuten warmläuft.  
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Mittelwert der Halbwertsbreiten:
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3.3 Das Detektionssystem 
In STED-Mikroskopen werden Avalanche-Photodioden (APDs) als Einzelphotonzähler im 
Geiger-Betrieb bevorzugt eingesetzt, weil sie bei kleinen Dunkelzählraten hohe Photonen- 
Detektionseffizienz aufweisen. Bei diesen Detektoren folgt allerdings jedem Photoneinfall wie 
im Kapitel 3.1.4 erwähnt eine Totzeit von 30 ns bis 60 ns, bis ein weiteres Photon ein Signal 
auslösen kann.   
Bei der schnellen Ablenkung und der daraus resultierenden kurzen Verweilzeit pro Pixel in 
diesem Aufbau ist eine solche Totzeit inakzeptabel. Daher müssen schnellere Detektoren 
eingesetzt werden, ohne die Photonen-Detektionseffizienz des Systems erheblich 
einzuschränken. Zu diesem Zweck wurden zwei Silizium-Photomultiplier und ein Hybrid- 
Photodetektor näher untersucht. 
3.3.1 Silizium-Photomultiplier 
Ein Silizium-Photomultiplier (SiPM) ist eine Matrix aus einzelnen parallel geschalteten APDs, 
die alle im Geiger-Modus betrieben werden. Bei den kommerziell erhältlichen Produkten 
variiert die Anzahl der Matrixelemente von 100 bis 2900 bei einer aktiven photoempfindlichen 
Fläche von 0,4 mm² bis 9 mm² [74, 77, 78]. Die Einzelelemente sind durch Quenching- 
Widerstände miteinander verbunden. Durch das Parallelisieren wird die Bandbreite erhöht, 
so dass theoretisch eins bis so viele Photonen wie die Anzahl der Matrixelemente 
gleichzeitig detektiert werden können. Je nach der Anzahl der gleichzeitig detektierten 
Photonen hat das elektrische Ausgangssignal eine diskrete Amplitude. Die Photonen-
Detektionseffizienz im sichtbaren Bereich variiert zwischen 15 % bis 70 % bei 
unterschiedlichen Produkten. Ein allgemeiner Nachteil bei diesen Detektoren ist, dass die 
Dunkelstromrate bei Raumtemperatur mehrere kHz beträgt, die für Mikroskopie durch 
Kühlung reduziert werden muss. Im Rahmen dieser Arbeit wurden SiPMs von der Firma 
Voxtel Inc., USA [77] und von der Firma Hamamatsu Photonics, Japan [78] geprüft. 
Voxtel Inc. SiPM: 
Der Detektor besteht aus 32x32 Matrixelementen auf einer Fläche von 1 mm². Zur effizienten 
Kühlung des Bauteils ist ein dreistufiges Peltier-Element im Gehäuse integriert. Die 
Pulsbreite des elektrischen Signals pro Photoneinfall beträgt 2,2 ns bis 3,2 ns ohne folgende 
Totzeit. Das erlaubt eine deutlich höhere Dynamik im Vergleich zu einem Single-Photon- 
Counting-Module von Perkin Elmer Optoelectronics [71], welches üblicherweise in STED- 
Mikroskopen eingesetzt wird. Nachteilig sind aber die Dunkelstromrate von 50 kHz bei -20C 
und die niedrige Photonen-Detektionseffizienz, wie in Abbildung 3.20 zu sehen ist.  
Um den SiPM näher zu untersuchen, wurden drei Schaltungen entwickelt: eine 
Verstärkerschaltung, um das Ausgangssignal des Detektors zu verstärken; eine stabile 
Hochspannungsversorgung für die Versorgung des Detektors und zwei PI-Regler, um die 
Peltier-Elemente innerhalb und außerhalb des Gehäuses zu steuern (siehe Abbildung 3.21 
und Anhang A für den Schaltplan).  
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Abbildung 3.20: Ausschnitt aus dem Datenblatt, das  die Photonen-Detektionseffizienz (PDE) des 
Detektors SQBF-EK0A von der Firma Voxtel, Inc. zeigt. Der Detektor hat eine hohe Bandbreite im 
mehrere hundert MHz-Bereich, die PDE ist aber vor allem im roten Bereich gering.  
Das Ausgangssignal des Detektors wird mit einer invertierenden Verstärkerschaltung (Modell 
THS3201, Texas Instruments, USA) mit einem Gain von 10 verstärkt. Für die  stabile 
Spannungsversorgung des Verstärkers wird die Netzspannung mit einem Transformator mit 
jeweils zwei Primär- und Sekundärwindungen heruntergesetzt, gleichgerichtet und an den 
Spannungsregler L7805 für +5 V und an den LM2990T für -5 V angeschlossen. Der 
Operationsverstärker PA240C (Cirrus Logic, USA), der als nicht-invertierender 
 
 
Abbildung 3.21: Elek tronische Schaltungen, um den Silizium-Photomultiplier zu evaluieren: Die 
Schaltungen sind flexibel ausgelegt, so dass unterschiedliche Produkte getestet werden können. Der 
kompakte Aufbau erlaubt, den Detektor ohne Probleme in optische Strahlengänge zu platzieren.  
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Verstärker beschaltet ist, generiert die stabile Bias-Spannung für den  
Detektor. Dazu ist sein nicht-invertierender Eingang an den 10 V-Ausgang der 
Präzisionsreferenz LT1021 (Linear Technology, USA) angeschlossen. Ein Potentiometer 
sorgt für die variable Verstärkung, so dass der Detektor flexibel mit Spannungen um - 40 V 
vorgespannt werden kann. Die Versorgung des Operationsverstärkers geschieht auch über 
transformierte und gleichgerichtete Netzspannung, die über den variablen Spannungsregler 
TL783C eingestellt wird. Um die Peltier-Elemente zur Kühlung innerhalb und außerhalb des 
Detektorgehäuses zu steuern, sind PI-Regler aufgebaut. Der Temperatursensor Pt100, der 
über Wärmeleitpaste an das Gehäuse geklebt war, agiert als „ist-Wert“ am Eingang des 
ersten Regelkreises für das äußere Peltier-Element. Der Sollwert wird mit einem 
Potentiometer eingestellt. Der Operationsverstärker TL084 (Texas Instruments, USA), der 
intern vier Verstärker beinhaltet, übernimmt die Regelung. Die Differenz der Spannungen am 
Potentiometer und dem Pt100 Sensor in Brückenschaltung wird erst mit dem ersten 
Verstärker mit einem Gain von 4,7 verstärkt, danach in zwei Operationsverstärker 
eingespeist. Der eine verstärkt das Signal linear (P-Anteil), der andere agiert wie ein 
Integrator (I-Anteil). Die Zeitkonstante des Reglers beträgt                          
Beide Anteile werden mit dem vierten Verstärker summiert, dessen Ausgang an die Basis 
des Darlingtontransistors TIP122 zur Stromverstärkung angeschlossen ist. Der Transistor 
liefert die benötigte Stromverstärkung zur Versorgung des Peltier-Elements mit bis zu 2 A. 
Die Regelung für die inneren Peltier-Elemente geschieht in gleicher Weise. Hier wird der im 
Gehäuse integrierte Thermistor als „ist-Wert“ benutzt. 
Mit der obigen Schaltung ist der SiPM bezüglich der Bandbreite, der Photonen-
Detektionseffizienz und des Dunkelstromes evaluiert worden. Der Detektor wurde zunächst 
mit einem Diodenlaser mit 80 MHz Repetitionsrate beleuchtet und  das Ausgangssignal an 
ein Oszilloskop angeschlossen. Wie erwartet, konnten mit dem SiPM Photonenraten von 
80 MHz problemlos detektiert werden (Abbildung 3.22).   
 
Abbildung 3.22: Das SiPM wurde mit bei 80 MHz getriggerter Lichtquelle beleuchtet. Der Detektor 
konnte Photonen mit 12,5 ns Zeitabstand ohne Weiteres detektieren.  
10 ns
2 mV
80 MHz Triggerpuls
SiPM Ausgangssignal
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Abbildung 3.23: Diskrete Niveaus des Ausgangssignals je nach der Anzahl der detektierten 
Photonen.            
Je nach Anzahl der gleichzeitig einfallenden Photonen pro Laserpuls variierte die Amplitude 
zwischen diskreten Niveaus wie in Abbildung 3.23 abgebildet ist.  
Um die Photonenrate und die Dunkelzählrate des SiPMs mit dem herkömmlichen APD zu 
vergleichen, wurden beide Detektoren mit einer roten LED beleuchtet, die einen relevanten 
spektralen Bereich für die STED-Mikroskopie abdeckt. In diesem Bereich ist der Unterschied 
der Photonen-Detektionseffizienzen am größten und stellt somit den „worst case“ dar. 
Während der Messungen wurden die Vorspannung und die Temperatur des SiPMs variiert. 
Die Photonenrate und gleichzeitig die Dunkelzählrate stiegen mit der steigenden 
Vorspannung. Der Dunkelstrom nahm mit der fallenden Temperatur ab. Die Tabelle 3 gibt 
einige Beispielmessungen an. 
Tabelle 3: Vergleich der Photonen- und Dunkelstromraten des SiPMs mit dem herkömmlichen APD 
Perkin Elmer Single Photon Counting Module Voxtel Inc. SiPM 
Photonenrate 
[MHz] 
Dunkelzählrate 
[kHz] 
Temperatur 
[C] 
Photonenrate 
[MHz] 
Dunkelzählrate 
[kHz] 
Temperatur 
[C] 
4,3 0,5 
Raum- 
temperatur 
2,7 25 -60 
3,0 25 -63 
4,0 25 -68 
2,5 10 -68 
1,2 5 -68 
 
10 ns
5 mV
1 Photon äquivalent (p.ä.)
2 p.ä.
3 p.ä.
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Die Tabelle macht deutlich, dass durch Kühlung die Dunkelzählrate zwar verringert werden 
kann, aber trotzdem deutlich höher als bei einem APD bleibt. Eine hohe Photonenrate kann 
nur bei einem hohen Dunkelstrom erzielt werden. 
Hamamatsu Photonics MPPC: 
Als nächstes wurde mit den oben beschriebenen Schaltungen ein Detektor der gleichen 
Bauart von der Firma Hamamatsu getestet, der unter dem Namen Multi-Pixel Photon 
Counter (MPPC) auf dem Markt ist. Die Photonen-Detektionseffizienz ist für das Modell mit 
100 x 100 Pixel am höchsten und beträgt 45 % bei 500 nm und  28 % bei 600 nm. Sie ist 
somit etwa 1,5 mal besser als beim SiPM von der Firma Voxtel Inc. Allerdings haben die 
Ausgangspulse pro Photoneinfall eine Halbwertsbreite von 20 ns, was den Dynamikbereich 
einschränkt. Ansonsten zeigt der MPPC ein ähnliches Verhalten bezüglich der 
Dunkelzählrate in Abhängigkeit von der Vorspannung und der Temperatur. Die Kühlung 
gestaltet sich aufwändiger, weil der Detektor keine im Gehäuse integrierte Peltier-Elemente 
hat. 
 
3.3.2 Der Hybrid-Photodetektor 
Eine vielversprechende Alternative zu den obigen Detektoren stellen Hybrid- 
Photodetektoren (HPD) dar [70, 79-82]. Ein HPD kombiniert eine Photomultiplier-Tube mit 
einer nachgeschalteten Avalanche-Diode. Durch einfallende Photonen werden Elektronen 
aus der Photokathode gelöst und aufgrund des angelegten elektrischen Feldes beschleunigt. 
Im Gegensatz zu den PMTs treffen diese beschleunigten Photoelektronen keine weiteren 
Elektroden sondern direkt die Oberfläche der Halbleiterdiode und erzeugen Elektron-Loch-
Paare. Die Anzahl der generierten Elektron-Loch-Paare ist deutlich höher als die Anzahl der 
Photoelektronen und diese Verstärkung ist näherungsweise proportional zum angelegten 
elektrischen Feld (bis zu ca. Faktor 1300). Der ersten Verstärkung folgt eine weitere 
Verstärkung durch den Lawineneffekt in der Diode (üblicherweise Faktor 50). HPDs sind in 
vielen Punkten den PMTs überlegen. Während die PMTs das Signal in einer Kaskade mit 
mehreren Elektroden verstärken, geschieht die Verstärkung beim HPD nur in zwei Schritten. 
Der einfache Aufbau reduziert die unerwünschten Effekte wie Drift oder Afterpulsing. 
Außerdem kann durch die diskrete Signalhöhe am Ausgang auf die Anzahl der 
Photoelektronen bzw. die Anzahl der gleichzeitig einfallenden Photonen rückgeschlossen 
werden. Diese Eigenschaft ähnelt den diskreten Niveaus der im vorherigen Abschnitt 
beschriebenen SiPMs. Hier kommt der Effekt aber nicht wegen Parallelschaltung mehrerer 
APDs zustande, sondern wegen der extrem niedrigen Fluktuation bei dem ersten 
Verstärkungsprozess. Die Anzahl der Elektron-Loch-Paare, die durch ein einzelnes 
Photoelektron erzeugt werden, variiert sehr gering. Daher werden zum Beispiel beim 
gleichzeitigen Einfall von drei Photoelektronen nahezu drei Mal so viele Ladungsträger 
erzeugt wie bei einem. Somit ergeben sich unterscheidbare Signalhöhen.    
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Abbildung 3.24: Ausgangspulse des Hybrid-Photodetektors direk t nach dem Detektor (links) und 
nach der ersten Verstärkung (rechts). Die Pfeile machen deutlich, dass der Detektor 
aufeinanderfolgende Photonen innerhalb von wenigen Nanosekunden ohne Probleme detektieren 
kann. 
Das Konzept des Hybrid-Detektors ist seit Ende der Neunziger Jahre bekannt. Hamamatsu 
Photonics bot die HPDs kommerziell an, stellte aber dann die Produktion ein [83]. Während 
im Rahmen dieser Arbeit Detektoren getestet wurden, wurde allerdings ein Prototyp eines 
neuen Modells für unser Institut zur Verfügung gestellt. Auf den entsprechenden HPD wird 
unten näher eingegangen.  
Die Photonen-Detektionseffizienz des Detektors beträgt ~ 40 % von 450 nm bis 600 nm. Die 
Halbwertsbreite der Ausgangspulse ist ~ 500 ps (Abbildung 3.24a) und danach folgt keine 
Totzeit. Das erlaubt eine sehr hohe Dynamik bis in den GHz-Bereich bei einer 
Dunkelzählrate von < 500 Hz bei Raumtemperatur. Die aktive Detektoroberfläche beträgt 
3 mm x 3 mm. 
Weil der HPD den im vorherigen Abschnitt vorgestellten SiPMs deutlich überlegen ist, wurde 
er für das Scannersystem ausgewählt und eine passende Elektronik für den dauerhaften 
Einsatz entwickelt. Dabei werden die Ausgangspulse zunächst mit einem kommerziellem 
Verstärker (Modell ACA-2-37-I, Grenzfrequenz 1,6 GHz, Gain 70, Becker Hickl GmbH, 
Deutschland) verstärkt (Abbildung 3.24b). Eine weitere Verstärkung wird benötigt, um die 
Pulse nachher mit der FPGA-Karte bearbeiten zu können. Das in dieser Arbeit eingesetzte 
FPGA (siehe Abschnitt 3.4) stuft Spannungen < 0,8 V als „low“ und Spannungen > 2 V als 
„high“ ein. Um dieses Niveau zu erreichen und eine Schwelle für die Photondetektion setzen 
zu können, wird das Ausgangssignal des ersten Verstärkers an einen Komparator MAX9600 
(Maxim Integrated Products, USA) angeschlossen, gefolgt von einem weiteren Verstärker 
THS3201 (Texas Instruments, USA). Die Schwelle des Komparators wurde auf 50 mV 
gesetzt, um deutlich oberhalb des Rauschens und unterhalb des Einzelphotonsignals zu 
sein. Der Komparator liefert zusätzlich eine vierfache Verstärkung, ohne die Bandbreite der 
Pulse zu beeinträchtigen. Seine komplementären Ausgänge werden mit THS3201, der als 
Differenzverstärker mit einem Gain von 7,5 beschaltet ist, verstärkt. Durch die Variation des 
Gains wurde auch die notwendige Bandbreite von ca. 160 MHz eingestellt, die mit der 
FPGA-Karte mit 320 MHz Abtastrate abgetastet werden kann (Abbildung 3.25, siehe Anhang 
A für den Schaltplan, siehe Kapitel 3.4 für das Abtasten mit dem FPGA). 
20 ns
100 mV
2 ns
2 mV
a) b)
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Abbildung 3.25: Das Signal pro Photoneinfall, das an das FPGA zur Weiterverarbeitung eingespeist 
wird (a). Die gewünschte Amplitude von > 2 V bei einer Bandbreite von 160 MHz ist durch 
mehrstufiges Verstärken mit einem kommerziellen Verstärker und eine r selbstentwickelten Schaltung 
(b) erreicht worden.  
3.4 Steuerung und Datenverarbeitung mit FPGA- 
Modul 
Eine echtzeitfähige und synchronisierende Steuerungs- und Datenverarbeitungseinheit ist für 
ein Laserrastermikroskop unentbehrlich, damit die Probe an der richtigen Stelle abgetastet 
wird und dem Fluoreszenzsignal die richtigen Pixeladressen zugeordnet werden können. 
Dazu wird in dieser Arbeit die FPGA-Karte PCI-7833R (National Instruments, USA) 
eingesetzt. Die Karte verfügt über acht Analogeingänge, acht Analogausgänge, 96 
Digitalkanäle, ein Virtex-II-FPGA und drei DMA-Kanäle zur Datenübertragung. Auf dem 
FPGA wurden über LabView 8.5 (National Instruments, USA) Programme implementiert, die 
folgende Aufgaben erfüllen:  
Das Hauptprogramm zum schnellen Scannen: 
Im Hauptprogramm werden hauptsächlich der elektro-optische Deflektor für die schnelle und 
die Galvanometer-Spiegel für die langsame Scanachse synchronisiert, das Detektorsignal 
abgetastet und die Daten zum PC übertragen. Dazu sind drei Schleifen implementiert, die 
wie in Abbildung 3.26 miteinander verbunden sind. Unten werden die einzelnen Punkte 
detailliert erklärt.  
1. Pixelclock definieren und die Pixeladressen hochzählen: Wie im Kapitel 3.2.2 
erwähnt, muss im Aufbau die Pixel-Verweildauer möglichst kurz aber nicht kürzer als die 
Fluoreszenzlebensdauer sein, die für die meisten Fluorophore 3 ns bis 5 ns beträgt. In dieser  
10 ns
500 mV
0 V
2 V
Ausgang
THS3201 als
Differenzverstärker
Eingang MAX9600
Komparator
a) b)
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Abbildung 3.26: Die 160 MHz getaktete und die „while“-Schleifen im Hauptprogramm zum schnellen 
Scannen. Das Programm steuert synchron die Strahlablenker, tastet das Detektionssignal ab und 
ordnet den detektierten Photonen die zugehörige Bildposition zu. Alle Schleifen laufen kontinuierlich,  
bis die Datenaufnahme über die grafische Benutzeroberfläche manuell beendet wird.  
Arbeit ist 160 MHz als Pixelclock definiert, was einer Verweildauer von 6,25 ns entspricht. 
Dazu wurde eine getaktete Schleife programmiert, die bei jedem Takt die Pixelnummer 
inkrementiert. 
2. Linienclock abtasten: An einen der Digitaleingänge des FPGAs ist der Synchron-
Ausgang des Signalgenerators angeschlossen, der als Eingangsstufe für den elektro-
optischen Deflektor dient. Weil der Deflektor bei 250 kHz betrieben wird, liefert dieser 
Ausgang TTL-Pulse mit 15 ns Breite ebenfalls bei 250 kHz. In der oben genannten 
160 MHz-Schleife wird dieses Signal abgetastet. Es wird nach der steigenden Flanke im 
Signal gesucht, indem zwei aufeinanderfolgende Abtastwerte verglichen werden. Wenn die 
Flanke detektiert wird, wird das als Beginn einer neuen Zeile interpretiert und die 
Pixelnummer auf null gesetzt. Gleichzeitig wird die Liniennummer inkrementiert. Das 
bedeutet, dass in dieser Schleife bei jedem Takt die Information zu finden ist, auf welcher 
Linie und auf welchem Pixel dieser Linie sich der Strahl befinden soll. Weiterhin wird klar, 
dass jede Linie aus insgesamt 160 MHz / 250 kHz = 640 Pixeln (davon 320 für den Hinlauf 
und 320 für den Rücklauf des Scanners) besteht. Die in dieser Arbeit präsentierten, schnell 
abgetasteten Bilder haben daher immer 320 Pixel auf der schnellen Achse. Die 
Flankeninformation zum Zeilenbeginn wird zusätzlich in einem FGPA-FIFO (First-In-
First-Out) Speicher gespeichert, über den eine weitere Schleife synchronisiert wird, die die 
Galvanometer steuert.  
3. Das Detektorsignal abtasten: Das verstärkte Signal des Detektors wird ebenfalls in der 
160 MHz-Schleife abgetastet. Dazu ist in der Schleife ein „Knoten“ programmiert, mit dem in 
der VHDL-Sprache eine Abtastroutine geschrieben worden ist. In dem Knoten wird  sowohl 
bei steigender Flanke als auch bei abfallender Flanke des Taktsignals das Detektorsignal 
abgetastet, was einer effektiven Abtastrate von 320 MHz entspricht. Wenn eine steigende 
160 MHz
• Pixel hochzählen
• Linienclock detektieren
• Fluoreszenzsignal abtasten
• Wenn ein Photon detektiert wird,
die Adresse in FIFOs speichern
Galvonometer steuern
Adressinformation
über DMA FIFO zum
PC transferieren
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Flanke im Detektorsignal entdeckt wird, wird die Adresse, auf sich der Strahl in dem Moment 
befindet, in FPGA-FIFOs gespeichert. Das erlaubt unter anderem eine effektive Kompression 
der Daten, die übertragen werden müssen. Üblicherweise wird in Mikroskopie-Softwares für 
jeden Pixel ein repräsentativer Wert für die Anzahl der dort detektierten Photonen 
gespeichert, darunter auch viele Nullen, wenn keine Photonen angekommen sind. Aufgrund 
der hohen Scangeschwindigkeit des Systems ist die Wahrscheinlichkeit recht hoch, dass pro 
Einzelscan nur wenige Photonen auftreffen, die aber sehr schnell zum PC übertragen 
werden müssen. Deswegen wird hier nur dann, wenn ein Photon detektiert worden ist, die 
Adresse des zugehörigen Pixels gespeichert und nur diese Information übertragen.  
4. Galvanometer steuern: Während des schnellen Scannens übernehmen zwei 
Galvanometer-Spiegel die Strahlablenkung auf der langsamen Achse. Diese werden über 
kommerzielle Treiber (MicroMax 673, Cambridge Technology, England) mit analoger 
Regelungselektronik gesteuert. Die Eingänge des Treibers sind an die Analogausgänge des 
FPGAs angeschlossen. Für ein lineares Scannen auf der langsamen Achse wird daher am 
FPGA zu jedem Zeilenbeginn die Spannung für die Galvanometer inkrementiert. Dies 
geschieht in einer separaten Schleife, die mit der 160 MHz-Schleife über ein FIFO 
synchronisiert ist. 
5. Die gespeicherten Adressen zum PC transferieren: Eine dritte Schleife läuft 
kontinuierlich und überträgt die Pixeladressen, auf denen ein Photon detektiert worden ist, 
über ein DMA-Kanal zum PC.  
Programm zum langsamen Scannen, um die Vorteile des schnellen Scannens gegenüber 
den herkömmlichen Geschwindigkeiten zu charakterisieren:  
Für diese Arbeit war es eine wichtige Fragestellung, den schnellen Scanner mit dem 
herkömmlichen Galvanometer-Scanner innerhalb des gleichen Aufbaus zu vergleichen. In 
dem optischen Aufbau sind daher vier Galvanometer-Spiegel in „Quad-Scanner“ Anordnung 
eingebaut, dessen Funktionsweise in [84] ausführlich beschrieben ist. Bei der Anordnung 
scannen jeweils zwei Spiegel eine Achse und ermöglichen ein perfektes Strahlprofil auch an 
den Rändern großer Bildfelder (Zwei von vier Spiegeln kommen wie oben erwähnt auch 
beim schnellen Scannen zum Einsatz). 
Im Programm zum langsamen Scannen werden je nach der erwünschten Bildfeldgröße und 
Pixelgröße am PC-Niveau die Positionen, die adressiert werden müssen und die dazu 
benötigte Analogspannung berechnet und in Memory Blocks geschrieben. Auf FPGA-Niveau 
werden diese Memory Blocks in einer Schleife gelesen, die mit der erwünschten Pixel- 
Verweildauer taktet, welche wesentlich langsamer ist als beim schnellen Scannen 
(üblicherweise 20 µs bis 50 µs). Auch hier übernimmt eine weitere 160 MHz getaktete 
Schleife eine wichtige Rolle. Sie zählt ihre Takte hoch und jedes Mal, wenn genauso viele 
Takte vergangen sind, die einer Pixel-Verweildauer entsprechen, setzt sie ihren Taktzähler 
wieder auf null (zum Beispiel passen in eine Pixel-Verweildauer von 20 µs genau 3200 
Takte. Der 3201ste Takt impliziert daher, dass sich der Laserstrahl nun auf dem nächsten 
Pixel befindet). Die Schleife tastet zudem kontinuierlich das Detektorsignal ab. Wenn ein 
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Abbildung 3.27: Schematische Darstellung des Programablaufs für das langsame Scannen: Pro 
Pixel- Verweildauer wird die Spannung an den Galvanometer -Spiegeln erhöht. Parallel dazu werden 
die Photonen detektiert und diejenigen, die innerhalb eines einzelnen Pixels gekommen sind,  
aufaddiert. Die Anzahl der Photonen pro Pixel wird kontinuierlich über DMA -FIFO zum PC transferiert. 
Alle Schleifen laufen kontinuierlich, bis die Datenaufnahme über die grafische Benutzeroberfläche 
manuell beendet wird.  
Photon detektiert wird, wird die Anzahl der Photonen, die innerhalb der Pixel-Verweildauer 
aufgetroffen sind, inkrementiert. Wenn der Schleifentaktzähler auf null gesetzt wird, weil ein 
neuer Pixel beginnt, wird die Anzahl der bis dahin gesammelten Photonen in ein FIFO 
geschrieben und der Photonenzähler  ebenfalls auf null gesetzt. In einer separaten Schleife 
wird dann die Anzahl der Photonen pro Pixel über DMA-Kanal zum PC transferiert. Weil die 
Pixel im Aufbau linear adressiert werden, gehören die aufeinanderfolgenden Werte im FIFO 
zu benachbarten Pixeln. Daher ist eine zusätzliche Übertragung der Pixeladressen nicht 
nötig. Es muss lediglich beim Auslesen der FIFOs der Offset für die Bildrekonstruktion 
ermittelt werden, der sich aus dem Unterschied zwischen der Laufzeit der Spannungen zum 
Galvanometer und der Datenübertragung von dem FPGA zum PC ergibt.  
Abbildung 3.27 gibt den Schleifenaufbau im Programm wieder. 
Programm zum Ablesen der Photonenrate (Photonenmonitor): 
Ein letzter FPGA-Programmteil ermöglicht, die Photonrate am Detektor abzulesen. Er 
hauptsächlich während der Justage des Fluoreszenzsignals auf die Detektorfläche 
eingesetzt. Hier wird wieder mit einer 160 MHz-Schleife das Detektorsignal abgetastet und 
die Anzahl der Photonen pro Millisekunde aufaddiert. 
Die Bildschirmabdrücke der Programme sind im Anhang A zu finden. 
Getaktet mit der 
Pixel Verweildauer
• Pixeladresse pro Takt hochzählen
• nötige Spannung für die Pixelposition
aus der Memory lesen und  
diese an die Analogausgänge legen
Anzahl der Photonen pro
Pixel über DMA-FIFO 
zum PC transferieren
160MHz
• Schleifentakt hochzählen
• Detektorsignal abtasten
• Wenn ein Photon detektiert wird, die 
Photonanzahl inkrementieren
• Wenn Taktzähler impliziert, dass
neuer Pixel beginnt, die Photonanzahl
ins FIFO schreiben und alle Zähler auf 
null setzen
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3.5 Zusammenfassung 
In diesem Kapitel 3 „Komponenten des schnellen elektro-optischen Scanners“ wurde die 
elektrische Konfiguration des Scanners wiedergegeben. Die Abbildung 3.28 stellt dar, wie die 
einzelnen Komponenten zusammenagieren.  
 
Abbildung 3.28: Schematische Darstellung der elek trischen Konfiguration: Der Synchronausgang der 
Signalgeneratorkarte, die den elek tro-optischen Deflek tor steuert, agiert als Masterclock. Die 
Galvanometer werden synchron mit dieser Linienclock über das FPGA gesteuert. Das FPGA teilt in 
einen Linienscan 320 Pixel mit einer Verweildauer von 6,25 ns (entspricht 160 MHz Pixelclock). Es 
tastet auch das Detektionssignal ab. Weiterhin wird über das FPGA ein mechanischer Shutter 
gesteuert. Bei gepulster Anregung kann ein zeitliches Detektionsfenster definiert werden, indem der  
Synchronausgang des Lasers die Gating-Schaltung triggert.  
Wenn über die grafische Programmoberfläche des LabView-Hostprogramms ein Scan 
gestartet wird, werden zunächst alle Variablen wie zum Beispiel die Bildfeldgröße, die Pixel- 
Verweildauer oder Datenübertragungsparameter an das FPGA weitergegeben. Danach wird 
der Signalgenerator, der als Eingangsstufe zum EOD-Treiber dient, getriggert. Der 
Generator fängt an, kontinuierlich Spannungen bei 250 kHz zu erzeugen. Dadurch startet der 
schnelle Linienscan mittels elektro-optischen Deflektors. Der Generator speist zusätzlich 
über seinen Synchron-Ausgang das Linienclocksignal in das FPGA ein. Pro 
Linienclockperiode werden über die Analogausgänge des FPGAs die Galvanometer 
gesteuert, die die langsame Achse scannen. Gleichzeitig wird das Fluoreszenzsignal 
detektiert, auf TTL-Niveau verstärkt und vom FPGA abgetastet. Wenn gepulste Laserquellen 
verwendet werden, kann wahlweise auch eine Gating-Schaltung zwischengeschaltet werden. 
Gating bewirkt, dass das FPGA nur dann ein Signal bekommt, wenn gerade ein Laserpuls 
die Probe trifft und dadurch eine Fluoreszenzemission möglich ist. Wenn zwischen zwei 
Pulsen ein Detektorsignal ankommt, kann davon ausgegangen werden, dass es sich um  
Dunkelstrom oder Fremdlicht handelt und kann ausgeschlossen werden (siehe auch Kapitel 
4). Das FPGA weist dem Detektorsignal die zugehörigen Pixel zu und transferiert die 
Information zum PC. Hier wird über die grafische Oberfläche das Bild rekonstruiert. Wenn 
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eine Messung beendet wird, wird über mechanische Shutter das Laserlicht blockiert, um die 
Probe zu schonen. 
Das System ermöglicht somit ein ultraschnelles Scannen in STED-Mikroskopie mit einer 
Pixel-Verweildauer an der Grenze der Fluoreszenzlebensdauer. Das Bildfeld beträgt bis zu 
8 µm auf der schnellen Achse und bis zu 40 µm auf der langsamen Achse. Die Bildrate 
erreicht zum Beispiel bei 320 x 320 Pixeln > 1500 Bilder pro Sekunde.  
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4 Der Scanner im optischen Aufbau 
Im Rahmen dieser Arbeit sind bislang zwei STED-Systeme mit dem elektro-optischen 
Scanner aufgebaut worden. Das erste System hatte eine continuous wave (cw) STED-Quelle 
(592 nm) und war auf Farbstoffe abgestimmt, die im blauen Bereich angeregt werden und im 
gelben Bereich emittieren. Im zweiten (aktuellen) System sind ausschließlich gepulste 
Laserquellen eingesetzt und es ist auf Hochauflösung beim grün fluoreszierenden Protein 
(GFP) und DNA färbende Farbstoffe bei einer STED-Wellenlänge von 560 nm abgestimmt.  
Die Hochauflösung in beiden Aufbauten ist vergleichbar mit der Auflösung in anderen 
STED-Systemen, die langsame Scanner einsetzen. Das Bleichverhalten der Farbstoffe bei 
unterschiedlichen Scangeschwindigkeiten und Modalitäten konnte somit ohne 
Einschränkungen untersucht werden.  
In den folgenden Abschnitten werden die Komponenten der beiden optischen Aufbauten 
detailliert vorgestellt. Dabei wird auf Messungen eingegangen, die das System bezüglich der 
Qualität der Bildaufnahme charakterisieren. Die hauptsächlichen Messungen über 
Bleichverhalten und die Videoaufnahmen werden separat im Kapitel 5 „Messergebnisse“ 
behandelt. 
4.1 Der Scanner im cw-STED-System 
Der Aufbau: 
Das erste aufgebaute System mit dem elektro-optischen Scanner ist ein sogenannter „easy-
STED-Aufbau“ [85]. Eine Besonderheit des Systems ist eine chromatische Phasenplatte, die 
in [86] ausführlich beschrieben ist. Diese Phasenplatte formt den STED- Laser (592 nm) in 
einen Donut, lässt aber den Anregungsspot (488 nm) unverändert. Dadurch können beide 
Laser bis zum Mikroskop über eine gemeinsame Faser zugeführt werden, was automatisch 
die exakte Überlagerung beider Strahlen gewährleistet und den Justage-Aufwand des 
Systems reduziert. Bei manchen Messungen stellte sich allerdings heraus, dass die 
Auflösungserhöhung durch die verfügbare Leistung des STED-Lasers limitiert war. Daher 
wurde in der Endversion des Systems auf die Faserführung verzichtet, um Verluste durch die 
Fasereinkopplung zu verhindern. Die Abbildung 4.1 stellt schematisch die optischen Pfade 
im System dar. Der cw-Faserlaser bei der Wellenlänge 592 nm (VFL-P-1000-592, MPB 
Communications Inc., Kanada) wird als STED-Quelle genutzt. Die maximale 
57 Der Scanner im optischen Aufbau 
 
Ausgangsleistung des Lasers liegt bei 1 W und der Strahldurchmesser beträgt 0,32 mm. Der 
Strahl wird mit zwei Linsen hinter dem Laser dreifach aufgeweitet. Für die Anregung wird ein 
Superkontinuum-Laser (SC450-4, Fianium Ltd., England) eingesetzt. Diese Weißlichtquelle 
verfügt über einen Wellenlängenbereich von 450 nm bis 2400 nm mit einer mittleren 
spektralen Leistungsdichte von > 2 mW/nm. Die Repetitionsrate beträgt 40 MHz. Die 
gewünschte Wellenlänge aus der Superkontinuum-Quelle wird mithilfe eines akusto-optisch 
einstellbaren Filters (97-02838-01, Crystal Technologies, USA) selektiert. Der STED- und der 
Anregungsstrahl werden an dem Langpassfilter (BLP01-561, Semrock, USA) überlagert. Ein 
elektro-optischer Modulator (LM0202, Linos Photonics GmbH, Deutschland) agiert als 
optischer Schalter, um unterschiedliche Beleuchtungsmuster zu ermöglichen, wie zum 
Beispiel das Ausblenden von Zeilen. Hinter dem elektro-optischen Modulator ist der Deflektor 
platziert, um die schnelle Achse zu scannen. Der Pivotpunkt des Deflektors wird mit den 
Linsen L3 und L4 auf die Pupillenebene abgebildet. Diese Abbildung ist essentiell, damit der 
Strahl in der Pupillenebene „steht“ und kein „beamwalk“ während des Scannens auftritt. 
Nach den Linsen werden die Laserstrahlen an dem Bandpassfilter (FF01-559/34, Semrock, 
USA) reflektiert und erreichen die Galvanometer-Spiegel (6210H, Cambridge Technologies, 
USA), die die langsame Achse scannen.  
 
Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des optischen Aufbaus mit einer cw-STED-Quelle. Der 
STED- und der Anregungslaser werden an dem Langpassfilter überlagert. Der elek tro-optische 
Modulator variiert das Beleuchtungsmuster. Die schnelle Achse wird vom elek tro-optischen Deflek tor 
und die langsame Achse von Galvanometer-Spiegeln gescannt. Die Strahldrehpunkte der Scanner 
sind in die Pupillenebene abgebildet. Ein Bandpassfilter trennt die Pfade des Fluoreszenzsignals und 
der Beleuchtungslaser. Die Gating-Schaltung optimiert das Zeitfenster, wann ein Fluoreszenzsignal 
detektiert werden soll.  
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Das inverse Fluoreszenzmikroskop (DMI 4000B, Leica Microsystems, Deutschland) ist mit 
einer Quecksilberlampe und einem Filterrad ausgestattet. Damit kann unter anderem die 
Fluoreszenz der Proben erst im Weitfeld untersucht und die Probe optimal fokussiert werden. 
An der segmentierten Phasenplatte hinter dem Objektiv ändert sich die räumliche 
Phasenverteilung des STED-Strahls, woraus sich beim Fokussieren einen Donut ergibt. Der 
Anregungsstrahl bleibt dabei unverändert. Beide Strahlen werden mit dem Ölobjektiv (HCX 
PL APO, Leica Microsystems, Deutschland) mit 100facher Vergrößerung  und der 
numerischen Apertur von 1,4 auf die Probe fokussiert. Das emittierte Fluoreszenzsignal folgt 
zunächst dem gleichen Pfad zurück, wird an den Galvanometer-Spiegeln descannt, geht 
durch den Bandpassfilter und den Spalt. Der Spalt bewirkt, dass das Signal außerhalb der 
fokalen Ebene geblockt und dadurch der Hintergrund reduziert wird. Es ist analog zu den 
Pinholes in Konfokalmikroskopen. Weil aber hier das Fluoreszenzsignal nur auf der 
langsamen Achse descannt wird und nicht durch den elektro-optischen Deflektor zurückgeht, 
wird das Loch mit einem Spalt ersetzt. Der Verzicht auf das Descannen auf der schnellen 
Achse hat zwei Gründe. Der eine ist, dass der Deflektor polarisationsabhängig ist und daher 
die Hälfte der Fluoreszenz ohne Weiteres nicht transmittieren würde. Der andere Grund ist, 
dass aufgrund der Lichtlaufzeit die Notwendigkeit einer Pixelkalibration entsteht. Bis der 
Strahl eine bestimmte Position im Bildfeld adressiert und das zugehörige Fluoreszenzsignal 
zurück am Deflektor ankommt, brauchen die Photonen über den optischen Weg von ca. 3 m 
ca. 10 ns. In dieser Zeit ändert sich aber die Spannung am Deflektor so, dass die descannte 
Fluoreszenz einen anderen Ablenkwinkel erfährt als der verursachende Strahl. Dieser Fehler 
muss dann korrigiert werden. Da aber der STED-Donut an sich auch wie ein optisches 
Pinhole agiert, bringt der Einsatz eines Spaltes in Hochauflösungsmessungen keine 
bedeutenden Nachteile. Es kann sogar auch auf den Spalt verzichtet werden, wenn die Filter 
vor dem Detektor alle Photonen außer dem Fluoreszenzsignal höchst effektiv blockieren. 
Daher wurden aufwändige Methoden, die das Descannen durch den Deflektor erlauben 
würden, nicht implementiert. Nach dem Spalt erreicht die Fluoreszenz den Hybrid- 
Photodetektor (R10467U-40, Hamamatsu Photonics, Japan). Die Detektoroberfläche ist 
mithilfe der Linsen L5 und L6 ebenfalls auf die Pupillenebene abgebildet. Dadurch wird hier 
das über eine Linie verteilte Fluoreszenzsignal zu einem stehenden Strahl. Effekte wegen 
der Empfindlichkeitsunterschiede über die Detektoroberfläche werden somit eliminiert. Mit 
der Gating-Schaltung (Selbstanfertigung, Max Planck Institut für Biophysikalische Chemie, 
Deutschland), die mit der gepulsten Anregungsquelle synchronisiert ist, wird das Zeitfenster 
optimiert, indem die Fluoreszenz detektiert werden soll [87]. Wenn der Anregungspuls die 
Probe trifft, werden zunächst Fluorophore im ganzen beugungsbegrenzten Spot angeregt. 
Bis genügend Photonen aus dem STED-Laser durch stimulierte Emission diese Moleküle 
außerhalb des Donutzentrums abregen können, kann es vorkommen, dass Fluoreszenz 
auch aus dem konfokalen Spot emittiert wird. Die Wahrscheinlichkeit, dass solche 
unerwünschte Photonen emittiert werden, ist direkt im Anschluss zum Laserpuls am 
höchsten und nimmt mit der Zeit ab. Wenn daher mit der Fluoreszenzdetektion zum Beispiel 
eine Nanosekunde später angefangen wird, wird gewährleistet, dass nur Nutzphotonen aus 
dem Donutzentrum detektiert werden und der Rest bereits abgeregt ist. Durch das 
Blockieren der „frühen“ Photonen sinkt zwar das Gesamtsignal, aber es wird an Kontrast und 
Auflösung gewonnen. Die Gating-Schaltung definiert neben der geeigneten Verschiebung 
des Detektionszeitfensters auch die Fensterbreite. In der Zeitspanne zwischen den 
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Anregungspulsen, in der keine Fluoreszenz möglich ist, wird das Detektorsignal unterdrückt, 
weil es sich hier nur um Dunkelstrom oder Fremdlicht handeln kann. Bei manchen 
Experimenten mit dem System wurde für die Anregung anstatt der Superkontinuum-Quelle 
ein Argon-cw-Laser (2214-ML, JDS Uniphase Laser, USA) mit sechs Linien bei 458 nm, 
476 nm, 488 nm, 497 nm, 502 nm und 515 nm mit einer Ausgangsleistung bis 40 mW 
eingesetzt. Die cw-Anregung diente zur Evaluierung und zum Vergleich des Bleichverhaltens 
der Farbstoffe bei unterschiedlichen Anregungsmodalitäten, weil dies ein einflussreicher 
Parameter auf das Bleichverhalten ist (siehe auch Kapitel 2.2, Kapitel 5.1). 
Strahlprofile: 
Bei dem Aufbau sind zunächst die Strahlprofile der Anregungs- und der STED-Quelle 
evaluiert worden. Dazu wird am Mikroskop-Stativ anstatt des Objektivs eine CMOS-Kamera 
(DMK 21AUC03, Imaging Source Europe GmbH, Deutschland) eingebaut, auf die die 
Strahlen fokussiert werden. Abbildung 4.2 zeigt die Kamerabilder des Anregungs- und 
STED-Strahls sowie deren Überlagerung. Aufgrund der segmentierten Zusammensetzung 
der Phasenplatte sieht der Donut nicht wie üblich ringförmig, sondern kleeblattähnlich aus. 
Dies hat allerdings keinen Einfluss auf den STED-Effekt bzw. auf die Auflösungserhöhung. 
Solange in der Nullstelle die STED-Intensität verschwindet und die Intensitätsverteilung um 
die Nullstelle überwiegend gleichmäßig ist, kann beliebiges Beleuchtungsmuster für den 
STED-Strahl gewählt werden.    
 
Abbildung 4.2: Strahlprofile des Anregungslasers (a), des STED-Lasers (b) und deren Überlagerung 
(c) abgebildet an der Justage-Kamera.  
Auflösung: 
Die Messungen mit den technischen und biologischen Proben lieferten eine Auflösung von 
< 70 nm, was für ein cw-System zufriedenstellend ist (Abbildung 4.3). Das implizierte unter 
anderem, dass der elektro-optische Kristall und das schnelle Scannen keine negativen 
Einflüsse auf die Auflösung haben. Als technische Probe dienten gelb-grün fluoreszierende 
Beads mit dem nominalen Durchmesser von 40 nm.   
Der Bildaufbau: 
Mit dem schnellen Scanner verkürzt sich die Pixel-Verweildauer auf 6,25 ns anstatt der 
üblichen 20 µs bis 100 µs. Jeder Pixel wird somit nur mit einem Laserpuls pro Frame 
beleuchtet. Um die Probe mit ähnlicher Lichtdosis wie bei konventionellen Scannern zu 
beleuchten, muss das Bildfeld mehrere tausend Male abgetastet werden. Die daraus  
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Abbildung 4.3: Auflösungserhöhung (a) an gelb-grün fluoreszierenden Beads und (b) an mit dem 
Farbstoff Alexa Fluor 488 (Invitrogen, USA) gefärbtes Mikrotubulin Netzwerk  im cw-STED-System mit  
dem schnellen Scanner 
resultierenden Einzelframes werden während der Messung online aufaddiert, was zu 
einem kumulativen Bildaufbau führt. Je länger Einzelscans addiert werden, desto heller 
werden die Bilder, bis die Farbstoffe ausgeblichen sind. Die kumulative Art bietet die  
Flexibilität, zu jeder Zeit mit der Aufnahme aufzuhören, sobald die zu trennenden Strukturen 
aufgelöst worden sind. In einer Probe wie zum Beispiel in Abbildung 4.4 kann bereits nach 
einer halben Sekunde die Aufnahme beendet werden, um die Probe zu schonen oder um 
größere Serienmessungen in angemessener Zeit durchführen zu können.  
Scanmuster: 
Im System wurde mithilfe des elektro-optischen Modulators (EOM) und der FPGA-Software 
unterschiedliche Beleuchtungs- bzw. Scanmuster realisiert, um Bleichexperimente mit 
unterschiedlichen zeitlichen Konfigurationen durchführen zu können.  
Das erste Muster ist ein klassischer linearer Scan, wie in Abbildung 4.5a dargestellt ist. Der 
elektro-optische Deflektor lenkt hier den Strahl in Y-Richtung und die Galvanometer in X-
Richtung. Auf beide Strahlablenker werden dreiecksförmige Spannungen angelegt. Aufgrund 
der Hochauflösung ist die Pixelgröße deutlich kleiner als bei konfokalen Mikroskopen. Daher 
bedecken der STED- und der Anregungsstrahl mehrere Pixel gleichzeitig. Bei einer 
Pixelgröße von 25 nm und einem Strahldurchmesser von 250 nm dauert es dann auf der Y-
Achse 10 Mal die Pixel-Verweildauer, bis der Beleuchtungsspot einen bestimmten Pixel 
komplett verlässt. Danach kehrt der Spot innerhalb von durchschnittlich 2 µs auf die Stelle 
zurück, die in X-Richtung im Schnitt um eine halbe Pixelbreite versetzt ist. Auf dieser Achse 
dauert es 20fache der Dauer eines Linienscans (10 Mal Vorwärtsscan und 10 Mal  
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Abbildung 4.4: Der kumulative Bildaufbau an gelb-grün fluoreszierenden Beads (technisch 
hergestellte farbstoffgefüllte Kügelchen, Invitrogen, USA). Links sind jeweils die konfokalen und rechts 
die STED-Aufnahmen abgebildet. Pro Einzelframe werden zwar wenige Photonen gesammelt, aber 
durch online-Addition der Frames wird die Struk tur innerhalb von einigen hundert Millisekunden 
sichtbar. Die Aufnahme kann flexibel beendet werden, sobald das Signal -zu-Rausch-Verhältnis  
ausreicht. Für Videos zur Abbildung siehe die beigelegte DVD.  
Rückwärtsscan), bis der Spot diesen bestimmten Pixel komplett verlässt. Bei einer Pixel- 
Verweildauer von 6,25 ns wird demnach ein Pixel pro Frame insgesamt              
        beleuchtet, wobei nach einer Beleuchtungsdauer von 62,5 ns bis zur nächsten Zeile 
eine Pause von < 2 µs folgt.  
Diese kurze Pause kann um weitere 2 µs verlängert werden, indem der Rücklauf einer Linie 
ausgeblendet wird. Dazu ist in den Aufbau ein EOM integriert worden, der zwischen zwei 
Polarisationsfiltern als Amplitudenmodulator agiert. Der Modulator ist auf die Auslöschung 
des Anregungsstrahls optimiert (> 100:1). Bei dieser Konfiguration liegt die Auslöschung des 
STED-Strahls bei ca. 5 %. Da der STED-Strahl von nicht angeregten Fluorophor-Molekülen 
nicht absorbiert wird, stellt dies kein Problem dar. Der Treiber des EOMs (LIV20, Linos 
Photonics GmbH, Deutschland) wird über einen Digitalausgang der FPGA-Karte synchron 
mit dem Linienscan getriggert und liefert rechteckförmige Spannungen bei 250 kHz mit einer 
Anstiegszeit von < 15 ns bei einer Amplitude von ca. 400 V. Dadurch wird die Beleuchtung in 
der zweiten Hälfte der Linienperiode unterdrückt (Abbildung 4.5b).  
Ein drittes Scanmuster basiert auf Interleaving (Abbildung 4.5c). Hier bewegen die 
Galvanometer-Spiegel den Strahl pro Linienscan über größere Distanzen als eine 
Pixelbreite. Der nächste Scan fängt dann um eine Pixelbreite versetzt an, um die 
Zwischenräume zu füllen. Die Zeit, bis der Beleuchtungsspot einen bestimmten Pixel 
komplett verlässt, verkürzt sich proportional um den Interleaving-Faktor.   
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Abbildung 4.5: Drei Scanmuster, um Bleichreduktion der Fluorophore durch schnelles Scannen mit  
unterschiedlichen zeitlichen Konfigurationen untersuchen zu können. Das erste Muster stellt den 
k lassischen linearen Fall dar mit dreiecksförmiger Spannung sowohl am EOD als auch an den 
Galvanometer-Spiegeln (a). Beim zweiten Muster wird die Beleuchtung mithilfe eines EOMs bei jedem 
Zeilenrück lauf ausgeblendet (b). Beim dritten Muster sind die hintereinander gescannten Zeilen weiter 
voneinander entfernt als eine Pixelbreite. Die dadurch entstehenden Lücken werden regelmäßig bei 
aufeinanderfolgenden Scans gefüllt (c). 
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4.2 Der Scanner im gepulsten System 
Der Aufbau: 
Mit dem elektro-optischen Scanner ist auch ein zweites STED-System aufgebaut worden, bei 
dem ein gepulster Laser die STED-Quelle ist. Im Vergleich zu cw-Systemen verläuft die 
stimulierte Emission der angeregten Fluorophore mit einem gepulsten Laser effizienter. Denn 
aufgrund der hohen Peak-Leistung stehen in dem kritischen Zeitraum von ca. einer 
Nanosekunde, in der  die potenzielle Fluoreszenzemission unterdrückt werden soll, viel mehr 
STED-Photonen als bei einem cw-Laser zur Verfügung, auch wenn die mittlere Leistung 
geringer ist. Dabei ist jedoch exaktes Timing vom Anregungs- und STED-Puls vorausgesetzt. 
Gepulste Systeme versprechen daher insgesamt eine höhere Auflösung, wobei die 
potenziellen lichtinduzierten Schäden aufgrund einer hohen Peak-Leistung in Kauf 
genommen werden müssen.  
Der Aufbau ist in vielen Punkten ähnlich zu dem im vorherigen Abschnitt beschriebenen cw-
System (siehe Abbildung 4.6). Der STED-Laser (PRFL Series, MPB Communications Inc., 
Kanada) hat die Wellenlänge von 560 nm mit der Repetitionsrate von 31,512 MHz bei der 
Ausgangsleistung von bis zu 500 mW. Die Pulsdauer beträgt ca. 0,5 ns mit einer Pulsenergie 
von > 20 nJ. Es ist ein mehrstufiges Lasersystem, bei dem eine gepulste Laserdiode             
als Seedlaser agiert. Der Ausgang des Seedlasers wird mithilfe eines 
 
 
Abbildung 4.6: Schematische Darstellung des optischen Aufbaus mit gepulster STED-Quelle. Eine 
Vortex Phasenplatte ändert die Phasenverteilung des STED-Lasers, so dass beim Fokussieren ein 
Donut entsteht. Der Rest des Aufbaus ist ähnlich wie das cw-System in Abbildung 4.1. Der STED- und 
der Anregungsstrahl werden an dem Langpassfilter überlagert und gehen durch den elek tro-optischen 
Deflek tor. Die Galvanometer übernehmen das Scannen auf der langsamen Achse. Der Bandpassfilter 
trennt die Pfade der Beleuchtung und der Fluoreszenz.  
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Ytterbiumverstärkers verstärkt und pumpt den Raman Faserlaser, der eine 
Ausgangswellenlänge von 1120 nm hat. Durch Frequenzverdopplung mit einem SHG-Modul 
(Second Harmonic Generator) wird die endgültige Wellenlänge von 560 nm erreicht. Der 
Strahldurchmesser beträgt 0,3 mm und das Strahlprofil ist leicht astigmatisch. Der 
Astigmatismus wird durch das Kippen einer 20 mm langen Glasplatte im nicht kollimierten 
Strahl kompensiert. Nach einer vierfachen Aufweitung mit den Linsen 1 und 2 geht der 
STED-Strahl durch die kommerzielle Phasenplatte (VPP-2, RPC Photonics, USA), mit der 
die Donutform generiert wird. Im Gegensatz zu der oben beschriebenen segmentierten 
Phasenplatte muss diese Platte unbedingt vor der Überlagerung beider Strahlen platziert 
werden, weil sie sonst auch den Anregungsspot verändern würde. Die Linsen L3 und L4 
gewährleisten zusammen mit L5 und L6, dass die Phasenplatte näherungsweise in der 
Abbildung der Pupillenebene steht. Dieses Kriterium ist nicht so streng wie die 
Notwendigkeit, dass die Pivotpunkte der Scanner in der Pupillenebene stehen müssen. Die 
Strahldivergenz oder eine nicht perfekte Kollimation haben aber somit geringeren Einfluss 
auf die Donutform.  
Der Anregungslaser (LDH-P-C-485, PicoQuant GmbH, Deutschland) ist ein Diodenlaser bei 
der Wellenlänge 485 nm mit der Pulsrepetitionsrate bis zu 80 MHz mit der Pulsbreite von 
< 100 ps und der Ausgangsleistung bis zu 300 µW. Der Laser wird mit dem 
Synchronausgang des STED-Lasers getriggert. Eine Delaybox (Selbstanfertigung, Max 
Planck Institut für Biophysikalische Chemie, Deutschland) baut eine Zeitverzögerung 
zwischen dem Synchronausgang des STED-Lasers und dem Triggereingang des 
Anregungslasers ein, damit beide Laserpulse mit einem definierten zeitlichen Abstand leicht 
versetzt an der Probe ankommen. Für den effizientesten STED-Effekt müsste der 
STED-Puls dem Anregungspuls ca. 50 Pikosekunden später folgen [88]. Somit wird 
gewährleistet, dass die Fluorophore bereits angeregt sind, die Schwingungsrelaxation 
stattgefunden hat und die Moleküle somit durch stimulierte Emission abgeregt werden 
können. Erfahrungsgemäß liefert aber aufgrund der Pulsjitter ein zeitlicher Abstand von 
200 ps die besseren Ergebnisse [88]. 
Beide Strahlen werden an dem Langpassfilter (BLP01-561, Semrock, USA) überlagert und 
gehen gemeinsam durch den Deflektor. Der Rest des Aufbaus ist genauso gestaltet wie das 
oben beschriebene cw-System. Die Linsen L5 und L6 weiten die Strahlen auf und bilden den 
Pivotpunkt des Deflektors in die Pupillenebene ab. Die Galvanometer-Spiegel sorgen für das 
Scannen auf der langsamen Achse. Die Strahlen werden mit dem Ölobjektiv mit 100facher 
Vergrößerung und der numerischen Apertur von 1,4 auf die Probe fokussiert. Das 
Fluoreszenzsignal geht über die Galvanometer-Spiegel zurück und wird von dem 
Bandpassfilter (ET525/50M, Chroma Technology Corp., USA) durchgelassen. Schließlich 
erreicht es über die Linsen L7 und L8 und durch den Spalt den Detektor. Hier sorgt wieder 
die Gating-Schaltung für ein höheres Signal-zu-Rausch-Verhältnis.  
Strahlprofile: 
Die Strahlprofile des Systems wurden sowohl mit der Kamera als auch an „Goldbeads“  
evaluiert. Goldbeads werden wie im Anhang C beschrieben auf die Deckgläser angebracht 
und agieren als lichtstreuende Kugeln. Das Strahlprofil des gestreuten Lichts entspricht dann  
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Abbildung 4.7: Einsatz des Pellikel-Strahlteilers zur Messung der räumlichen Beleuchtungsmuster an 
Goldbeads. Aufgrund des Pellikels folgt der STED-Strahl einem anderen Pfad als bei 
Fluoreszenzmessungen und wird zum Detektor hingeführt.  
dem räumlichen Beleuchtungsmuster des STED-Donuts bzw. des Anregungsspots. Es sollte 
allerdings beachtet werden, dass die Form der Goldbeads untereinander leicht variieren 
kann und Fremdpartikel im Einbettungsmedium oder an den Deckgläsern die Streuung 
beeinflussen können. Aufgrund der Wellenlänge folgen der STED- und der Anregungsstrahl 
nach der Streuung an der Probe nicht dem gleichen Pfad wie das Fluoreszenzsignal. Sie 
werden an dem Fluoreszenz-Bandpassfilter reflektiert und müssen über einen alternativen 
Weg zum Detektor geführt werden. Dazu wird in dem Aufbau ein Pellikel-Strahlteiler (BP208, 
Thorlabs Inc.,USA) zwischen den Linsen L5 und L6 auf der gleichen Höhe wie der Detektor 
mit einem Winkel von 45 platziert (Abbildung 4.7). Das Pellikel ist eine 2 µm dicke 
Zellulosenitratmembran, die 8 % der Strahlleistung reflektiert und 92 % transmittiert. 92 % 
des STED- und des Anregungsstrahls erreichen somit die Goldbeads. Hier werden sie 
gestreut und folgen dem gleichen Weg zum Pellikel zurück. Hier wird 8 % des Streulichtes in 
die Richtung des Detektors reflektiert. Der Spiegel, der bei den Fluoreszenzmessungen vor 
dem Detektor steht, wird dabei zurückgeklappt. Die Pupillenabbildung wird durch die Linsen 
L6 und L8 gewährleistet. 
Mit der Anordnung wurden als erstes die Donutform und die Nullstelle evaluiert (Abbildung 
4.8a). Es konnte gezeigt werden, dass die Lichtintensität in der Nullstelle auf das Niveau der 
Hintergrundintensität absinkt. Eine solche „gute“ Nullstelle gewährleistet, dass während der 
Messung kein Nutzsignal unterdrückt wird. Abbildung 4.8b bestätigt, dass der elektro-
optische Deflektor wie erwartet wellenlängenunabhängig funktioniert. Der STED-Donut und 
der Anregungsspot bleiben über das gesamte Bildfeld inklusive leicht verzerrter Bildränder 
überlagert. Abbildung 4.8c vergleicht das sinusförmige und das dreiecksförmige Scanmuster. 
Die Verzerrung an den Bildrändern fängt beim sinusförmigen Scan viel früher an. Die 
Annäherung zum Dreieck ermöglicht einen größeren linearen Bereich.  
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Abbildung 4.8: Messungen der Beleuchtungsmuster an Goldbeads: a) Strahlprofil über einen Donut  
mit seiner Nullstelle. Die Laserintensität soll in der Nullstelle nahezu verschwinden, damit kein 
Nutzsignal aus dem Donutzentrum durch stimulierte Emission unterdrückt wird. b) Überlagerung des 
Donuts (grün) mit dem Anregungsspot (rot ) über 8 µm auf der schnellen Achse und 5,6 µm auf der 
langsamen Achse. Der elek tro-optische Deflek tor funktioniert wellenlängenunabhängig und lenkt beide 
Strahlen um den gleichen Winkel ab. c) Der Linearitätsvergleich des sinusförmigen und 
dreiecksförmigen Scanmusters. Das nahezu dreiecksförmige Muster erzeugt einen größeren linearen 
Scanbereich. Die Restverzerrung kann zusätzlich korrigiert werden, da der Verlauf der Scanfunktion 
bekannt ist.  
Auflösung: 
Das Auflösungsvermögen des Systems wurde zunächst an gelb-grün fluoreszierenden 
Beads mit dem Durchmesser von 24 nm getestet. Die Beads wurden erst konfokal 
aufgenommen. Danach folgten die STED-Aufnahmen, bei denen die Leistung des STED- 
Lasers kontinuierlich erhöht wurde. Für jede Aufnahme wurde eine andere Stelle innerhalb 
der gleichen Probe ausgesucht und der Mittelwert der gemessenen Halbwertsbreiten über 
mehrere Beads ermittelt. Die Abbildung 4.9 demonstriert eine solche Messreihe und die 
Abhängigkeit der Auflösung von der STED-Intensität. Der Aufbau zeigt hier ein 
Auflösungsvermögen < 30 nm und kann auch mit Hochauflösung an anspruchsvollen 
biologischen Proben überzeugen (Abbildung 4.10).    
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Abbildung 4.9: Auflösungserhöhung im gepulsten System in Abhängigkeit von der fokalen Intensität 
des STED-Lasers. Die Auflösung steigt mit steigender Laserleistung entsprechend der Gleichung 2.2.  
 
 
Abbildung 4.10: Auflösungsvermögen des gepulsten STED-Systems an biologischen Proben anhand 
der Linienprofile: a) grün fluoreszierendes Protein (GFP) exprimierende Eisosome an lebenden 
Hefezellen b) mit YOYO gefärbte DNA-Einzelstränge 
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4.3 Fazit 
In diesem Kapitel wurde gezeigt, dass der schnelle elektro-optische Scanner erfolgreich in 
STED-Systeme integriert werden kann. Der Scanner erhöht die Scangeschwindigkeit um das 
tausendfache, ohne Nachteile bezüglich der Hochauflösung und Bildqualität mit sich zu 
bringen. Die oben beschriebenen Systeme sind somit die schnellsten STED-Aufbauten, die 
bislang gebaut worden sind. Einbußen müssen nur bezüglich der Bildfeldgröße 
hingenommen werden, was mit „stitching“-Verfahren bei Bedarf kompensiert werden kann.  
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5 Messergebnisse 
Im Vergleich zu konventionellen Scannern verändert das schnelle Scannen mit dem elektro-
optischen Deflektor das zeitliche Muster der Interaktionen des Fluorophors mit dem Licht 
erheblich. Die Pixel-Verweildauer beträgt nur noch 6,25 ns anstatt 20 µs bis 100 µs, aber 
dafür wird das Bildfeld entsprechend einige tausend Mal öfter abgetastet, mit einer Pause 
von wenigen Millisekunden dazwischen.  
Dieses Muster erlaubt vor allem eine Bleichreduktion durch Triplett-Relaxation (siehe auch 
Kapitel 2.2). Wenn ein Fluorophor im angeregten Zustand ist, kehrt er in der Regel innerhalb 
von einigen Nanosekunden in den Grundzustand zurück und emittiert dabei ein Photon. 
Alternativ geht er in den langlebigen Triplett-Zustand über. Das Molekül kann aus diesem 
Zustand bleichen, wenn es weitere Photonen absorbiert oder wenn es mit anderen 
Molekülen aus der Umgebung reagiert. Durch die kurze Pixel-Verweildauer mit dem 
schnellen Scanner wird erreicht, dass pro Frame pro Pixel sich überhaupt sehr wenige 
Moleküle im Triplett-Zustand ansammeln. Die Zeitspanne, in der diese Moleküle weitere 
Photonen absorbieren und bleichen würden, ist dann auch entsprechend kürzer. In der Zeit, 
bis der Beleuchtungsspot das ganze Bildfeld abtastet und für den nachfolgenden Frame 
noch mal denselben Pixel adressiert, haben sie zudem die Möglichkeit, zum Grundzustand 
zu relaxieren und noch einmal am Fluoreszenzzyklus teilzunehmen.  
Außer dem Triplett-Zustand können die Fluorophore auch aus dem angeregten Zustand oder 
aus anderen Dunkelzuständen bleichen. Auf diese Pfade hat die zeitliche Verteilung der 
Beleuchtung durch das schnelle Scannen geringeren bzw. keinen Einfluss. Dennoch deuten 
viele Studien darauf hin, dass der Triplett-Zustand ein sehr relevanter Ausgangspunkt für das 
Bleichen ist (Kapitel 2.2). Als Grundlage für diese These dienen insbesondere Methoden, die 
Bleichreduktion durch Triplett-Relaxation bzw. Triplett-Entvölkerung bereits erreicht haben. 
In [8] führte eine niedrige Repetitionsrate zu einer höheren Photonenausbeute. Hier wurde 
auf Deckgläser, die mit Fluoreszenzfarbstoffen beschichtet waren, ein Laserstrahl bei 
unterschiedlichen Repetitionsraten von 500 kHz bis 80 MHz fokussiert. Das emittierte 
Fluoreszenzsignal wurde in Abhängigkeit der Repetitionsrate bei gleicher Gesamtlichtdosis 
evaluiert. Je niedriger die Rate bzw. je länger die Pause zwischen den Pulsen war, desto 
höher war die Anzahl der insgesamt detektierten Photonen. Die Arbeit in [9] ergänzte diese 
Erkenntnis. Hier wurden STED-Aufnahmen an biologischen Proben mit einer 
Laserrepetitionsrate von 250 kHz anstatt der üblichen 20 MHz bis 80 MHz durchgeführt, so 
dass die Fluorophore zwischen den Pulsen 4 µs lang relaxieren konnten. Dadurch stieg die 
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Photonenausbeute. Dies wiederum erlaubte das Einsetzen höherer STED-Leistungen, die 
bei hohen Repetitionsraten aufgrund des Bleichens nicht möglich waren und erhöhte damit 
das Auflösungsvermögen des Mikroskops. Die um einen Faktor 320 reduzierte 
Repetitionsrate verlängerte aber dementsprechend die Aufnahmedauer der Bilder.  
Eine weitere bleichreduzierende Maßnahme über den Triplett-Zustand ist die Verwendung 
chemischer Zusatzstoffe in den Einbettungsmedien, die gezielt diesen Zustand entvölkern 
(siehe Kapitel 2.2). Insbesondere der ROXS-Puffer [26, 27] kann das Bleichen über diesen 
Pfad sehr effizient reduzieren. Ein grundsätzlicher Nachteil solcher chemischer Stoffe ist 
allerdings, dass sie nicht in Applikationen mit lebenden Zellen verwendet werden können, 
weil sie toxisch wirken. Auch bei fixierten Proben, bei denen die Toxizität keine Rolle spielt,  
muss die Zusammensetzung dieser Zusatzstoffe farbstoffspezifisch und probenspezifisch 
sorgfältig optimiert werden, weil eine nicht optimale Zusammensetzung sogar zu niedrigerer 
Photonenausbeute oder zu anderen unerwünschten Effekten wie Farbstoffblinken führen 
kann.  
Zu Beginn dieser Arbeit wurde erwartet, dass das schnelle Scannen eine ähnliche 
Bleichreduktion wie bei den oben erwähnten Methoden erreicht, ohne dabei die 
Bildaufnahmedauer zu verlängern, auf Applikationen mit lebenden Zellen verzichten zu 
müssen oder probenspezifische Optimierungen durchzuführen. Wie im folgenden Abschnitt 
5.1 gezeigt wird, konnte der Scanner diese Erwartungen erfüllen. 
Die zweite, von der Bleichreduktion unabhängige Fähigkeit des Scanners ist die Erfassung 
dynamischer Vorgänge in unterschiedlichen Zeitskalen. Dazu werden während der 
Aufnahme Einzelframes mit einer Rate bis zu > 1000 fps separat gespeichert und danach 
offline je nach der Anzahl der detektierten Photonen und der Geschwindigkeit der Partikel 
flexibel gebinnt. Durch übliche Glättungs- und Trackingsalgorithmen können dann weitere 
Informationen extrahiert werden. Die Bleichreduktion zeigt hier einen günstigen Nebeneffekt, 
dass pro Einzelframe mehr Photonen zur Verfügung stehen. 
In den Abschnitten unten werden zunächst auf Messergebnisse bezüglich der 
Bleichreduktion eingegangen. Danach folgt eine Repräsentation der Videoaufnahmen an 
Proben mit beweglichen Partikeln. 
5.1 Bleichreduktion 
Die Pfade, die bei Fluoreszenzmessungen zum Bleichen führen, sind im Kapitel 2.2 
ausführlich beschrieben. Der Parameterraum, der das Bleichen beeinflusst, ist sehr groß und 
verhindert somit eine allgemeingültige quantitative Bleichcharakterisierung der Farbstoffe. 
Diese Arbeit hat auch nicht zum Ziel, das Bleichverhalten einzelner  Farbstoffe zu evaluieren. 
Es soll lediglich gezeigt werden, wie weit der schnelle Scanner bei verbreiteten Probentypen 
unter herkömmlichen Bedingungen im Vergleich zum konventionellen Scannen das Bleichen 
bereits reduziert, um daraus gegebenenfalls weitere Wunschspezifikationen herleiten zu 
können. Jedoch sind während der Messungen bleichcharakterisierende Tendenzen 
festgestellt worden, auf die unten näher eingegangen werden. Diese werden zusätzlich am 
Ende des Abschnitts aufgelistet.  
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Messprotokoll: 
Zur Evaluierung der Bleichreduktion durch schnelles Scannen wurden vergleichende 
Experimente durchgeführt, indem gleich große Bereiche innerhalb einer Probe mit der 
gleichen Beleuchtungsdosis schnell und langsam gescannt wurden. Dazu wurde zunächst 
ein Übersichtsbild aufgenommen, indem ein großes Bildfeld von zum Beispiel 32 µm x32 µm 
mit Pixelbreite von 50 nm konfokal und langsam gescannt wurde. In dieser Übersicht wurden 
dann zwei Bereiche mit ähnlicher Farbstoffdichte und Helligkeit ausgesucht, die nah 
beieinander liegen. Die ausgewählten Bereiche wurden dann jeweils langsam und schnell 
gescannt. Als Referenz diente die Aufnahmedauer eines langsamen Scans. Zum Beispiel 
wurde erst eine Fläche von 6,4 µm x 8 µm mit einer Pixel-Verweildauer von 25 µs und einer 
Pixelgröße von 20 nm einmal „langsam“ gescannt. Eine solche Aufnahme dauerte dann 
inklusive der Zeilenrückläufe 6,4 s. Danach wurde der andere Bereich, der in der Nähe liegt 
und die gleiche Größe hat, „schnell“ gescannt. Die Einzelframes, die innerhalb von wenigen 
Millisekunden entstanden, wurden 6,4 Sekunden lang online aufaddiert, wonach die 
Messung gestoppt wurde. Es wurden auf diese Weise auch Reihen aufgenommen, wo 
alternierend der langsame und der schnelle Scan über die jeweiligen Bereiche wiederholt 
wurden. Nach den Scans wurde zum Schluss das Übersichtsbild erneut aufgenommen, 
wodurch ersichtlich wurde, wie stark die Flächen insgesamt gebleicht haben. Zur Analyse 
der Photonenausbeute wurden anhand des Übersichtsbildes Stellen in den Bildausschnitten 
gesucht, die in beiden Flächen ursprünglich gleich hell waren (mit einer Toleranz von 
maximal 10 %). Dann wurde der Mittelwert der detektierten Photonen innerhalb dieser 
Subflächen ermittelt. Bei Reihenmessungen nahm die mittlere Photonenrate pro Bild 
kontinuierlich ab, so dass abfallende Bleichkurven entstanden. Anhand dieser Kurven konnte 
ermittelt werden, in welchem Maße und unter welchen Bedingungen das schnelle Scannen 
dem langsamen gegenüber Vorteile gebracht hat.  
Die höhere Photonenausbeute durch das schnelle Scannen impliziert dabei nicht nur die 
Reduktion des Bleichens als permanenter Schaden des Fluorophors. Die hohe 
Photonenausbeute kann zum Teil auch dadurch zustande kommen, wenn beim langsamen 
Scannen die Moleküle in langlebigere Dunkelzustände übergehen und somit während einer 
Pixel-Verweildauer nicht zur Verfügung stehen, auch wenn sie nicht bleichen.  
Beispielmessungen: 
In den Abschnitten unten werden einige Beispielmessungen diskutiert. Weitere Daten der 
Bleichexperimente sind im digitalen Anhang zu finden. 
Abbildung 5.1 demonstriert eine Messung an fixierten Zellen, in denen das Mikrotubulin 
Netzwerk mit dem Farbstoff Alexa Fluor 488 (Invitrogen, USA) gefärbt war. Für die 
Aufnahme wurde der konfokale Modus mit cw-Anregung und das zweite 
Beleuchtungsmuster mit dem EOM ausgewählt (für die Beleuchtungs- bzw. Scanmuster 
siehe Kapitel 4.1). Oben links in der Abbildung sind die Übersichtsbilder zu finden. Unten 
sind Ausschnitte aus den langsam und schnell gescannten Flächen abgebildet, die der  
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Abbildung 5.1: Einfluss des langsamen und des schnellen Scannens auf das Bleichverhalten des 
Farbstoffs Alexa Fluor 488, mit dem das Mikrotubulin-Netzwerk  der fixierten Zellen gefärbt war:  Die 
Bilder wurden konfokal bei cw-Anregung aufgenommen. Das Beleuchtungsmuster war ein linearer 
Scan, wobei der Laser beim Rück lauf jeder Zeile mit einem EOM geblockt wurde. Durch das schnelle 
Scannen erhöhte sich die Photonenausbeute um ca. 30 %.  
ersten, vierten, siebten und zehnten Aufnahme gehören. Der Mittelwert der Photonenanzahl 
über diese Ausschnitte war in dem Übersichtsbild gleich hoch. 
In der Grafik rechts unten sind die Bleichkurven zu sehen. Hier wurde der Mittelwert der 
detektierten Photonen pro Fläche pro Aufnahme aufgetragen. Die grünen Datenpunkte 
geben die Quotienten der jeweiligen Photonenausbeute im schnellen und langsamen Scan 
wieder. Die Bleichkurven zeigen, dass durch das schnelle Scannen bei jeder Aufnahme ca. 
30 % mehr Photonen gesammelt wurden. Die Tabelle oben rechts gibt die wichtigsten 
Parameter der Messung wieder.  
An weiteren fixierten Proben mit gleicher Färbung wurde auch das Interleaving-Scanmuster 
eingesetzt. Durch Interleaving erhöhte sich die Photonenausbeute durch das schnelle 
Scannen drastisch und stieg mehr als vierfach (Abbildung 5.2). Bei der unten abgebildeten 
Messung wurden die Galvanometer-Spiegel in Schritten mit der dreifachen Pixelbreite 
gefahren. In zwei hintereinander folgenden Scans wurden dann die übersprungenen Linien 
adressiert. Dadurch verließ der Beleuchtungsspot einen bestimmten Pixel innerhalb eines 
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Abbildung 5.2: Erhöhung der Photonenausbeute durch das schnelle Scannen mit dem Interleaving- 
Muster: Die Zahl 2 in den Klammern bei der Musterangabe gibt an, dass pro Frame zwei Zeilen 
übersprungen und dann in den nachfolgenden Scans adressiert worden sind.  Der Gewinn an 
Photonenausbeute ist deutlich höher als bei anderen schnellen Mustern. Das impliziert, dass für den 
Farbstoff in fixierten und mit Mowiol eingebetteten Proben  das Bleichen vom Triplett-Zustand aus 
besonders relevant ist und dass dabei eine Beleuchtungspause von wenigen Mikrosekunden nicht  
ausreicht.  
Frames drei Mal schneller. Insbesondere bei cw-Anregung brachte das Interleaving-Muster 
bei fixierten Proben mit Farbstoffen Alexa Fluor 488 (Invitrogen,USA), Oregon Green 
(Invitrogen, USA) und Dyomics 485XL (Dyomics GmbH, Deutschland) deutlich höhere 
Photonenausbeute (ca. Faktor 4) im Vergleich zu den anderen schnellen Mustern und dem 
langsamen Scannen. Dass der Unterschied zwischen dem Interleaving- und dem EOM- 
Muster so hoch ist, impliziert, dass das Bleichen aus dem Triplett-Zustand für diese 
Farbstoffe unter den gegebenen Konditionen hoch relevant ist, aber eine Beleuchtungspause 
von nur wenigen Mikrosekunden für die Triplett-Relaxation nicht ausreicht. Bei diesen 
Proben wurde als Einbettungsmedium Mowiol mit dabco als bleichreduzierendes Mittel 
(Sigma Aldrich, Deutschland) verwendet. 
Ähnliches Verhalten für cw-Anregung zeigten auch fixierte Zellen, in deren Mitochondrien 
gelb fluoreszierendes Protein (Yellow Fluorescent Protein-YFP) exprimiert worden war. Beim  
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Abbildung 5.3: Erhöhung der Photonenausbeute durch das schnelle Scannen mit dem Interleaving- 
Muster an fixierten Zellen, in deren Mitochondrien YFP exprimiert worden war: Auch hier brachte das 
Interleaving eine höhere Photonenausbeute im Vergleich zu den anderen schnellen Mustern und 
insbesondere gegenüber dem langsamen Scannen. 
YFP war allerdings der Unterschied zwischen dem Interleaving-Muster und dem klassischen 
schnellen Scanmuster nicht so hoch wie bei den oben erwähnten Farbstoffen, aber dennoch 
vorhanden. Hier konnten im Vergleich zum langsamen Scannen durch Interleaving bis zu 
fünffach und durch die anderen Muster zweifach mehr Photonen detektiert werden. 
Abbildung 5.3 zeigt ein solches Beispiel mit YFP-Proben. Im Übersichtsbild „nachher“ ist 
unter anderem deutlich zu erkennen, dass im schnell gescannten Bereich nach 18 
Aufnahmen mehr Farbstoff übriggeblieben ist als im langsam gescannten Bereich.  
Auch bei STED-Aufnahmen brachte der schnelle Scanner klare Vorteile (Abbildung 5.4). Bei 
der unten abgebildeten Messung wurden die gepulste Anregungs- und die gepulste STED- 
Quelle eingesetzt. Während der Aufnahme wurde auf Interleaving verzichtet, weil das 
gepulste System durch den zeitlichen Pulsabstand einen vergleichbaren Effekt mit sich 
brachte. Der eingesetzte Laser (für Einzelheiten siehe Kapitel 4.2) hat eine 
Pulsrepetitionsrate von 31,512 MHz und läuft asynchron mit der Pixelclock von 160 MHz. 
Daher wird pro Zeilenlauf im Schnitt jeder fünfte Pixel getroffen und die Beleuchtungsspots 
adressieren die benachbarten Zeilen pro Frame versetzt. Mit dem schnellen Scanner 
konnten hier hintereinander vier STED-Aufnahmen mit ausreichendem Signal-zu-Rausch-  
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Abbildung 5.4: Erhöhung der Photonenausbeute durch das schnelle Scannen bei STED-Aufnahmen 
in fixierten Zellen: Im schnellen Modus war das Signal-zu-Rausch-Verhältnis nach der vierten 
Aufnahme immer noch ausreichend, wobei im langsamen Modus nach der zweiten Aufnahme die 
meisten Fluorophore ausgeblichen waren.  
Verhältnis gemacht werden. Beim langsamen Scannen sank die Photonenausbeute steiler  
ab und ab der zweiten Aufnahme dominerte das Rauschen. In diesem Beispiel war die Probe 
mit dem Farbstoff Atto  465 (Atto-Tec GmbH, Deutschland) gefärbt, fixiert und im Mowiol mit 
dabco eingebettet.  
Die nachfolgende Abbildung 5.5 demonstriert wiederum eine STED-Messung in lebenden 
Zellen bei gepulster Anregung und cw-STED. Lebende Zellen können nicht mehr in Mowiol 
eingebettet werden, sondern nur in Nährpuffern ohne bleichreduzierende Zusatzstoffe, die in 
der Regel giftig wirken. Auch in dieser Umgebung erzeugte der schnelle Scanner eine 
höhere Photonenausbeute. Das Interleaving-Muster brachte wie bei der oben beschriebenen 
Messung keine zusätzlichen Vorteile gegenüber dem einfachen schnellen Muster. Denn 
einerseits erzeugte der gepulste Anregungslaser selbst ein Interleaving-Muster, andererseits 
waren die Beleuchtungspausen von wenigen Mikrosekunden durch das einfache schnelle 
Scannen vermutlich ausreichend (bei in Puffer eingebetteten lebenden Proben wird in der 
Regel eine kürzere Triplett-Relaxationszeit erwartet als bei fixierten). Dass der STED-Laser 
im cw-Modus betrieben war und trotzdem kein Interleaving-Scanmuster benötigt wurde, 
könnte dafür sprechen, dass der STED-Laser alleine kein signifikantes Bleichen verursacht 
hat.  
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Abbildung 5.5: Erhöhung der Photonenausbeute durch das schnelle Scannen bei STED -Aufnahmen 
in lebenden Neuronen: Auch hier konnten durch das schnelle Scannen mehr Photonen gesammelt  
werden als beim langsamen Scannen. Es konnte allerdings kein Unterschied zwischen den 
verschiedenen schnellen Scanmustern festgestellt werden, was auf eine kurze Triplett -Relaxationszeit 
von wenigen Mikrosekunden hinweist.  
In den lebenden Neuronen wurden auch Messungen mit gepulster Anregung ohne den 
STED-Laser durchgeführt (Abbildung 5.6). Die Bleichkurven waren hier weniger steil und der 
Gewinn an Photonenausbeute durch das schnelle Scannen war höher im Vergleich zu den 
STED-Messungen.  Dieser Effekt konnte bei anderen Probentypen auch beobachtet werden.  
Effekte aufgrund der eingesetzten Laser: 
Je nach der Laserkonfiguration (cw-Anregung, gepulste Anregung, cw-Anregung mit cw-
STED, gepulste Anregung mit cw-STED und gepulste Anregung mit gepulstem STED) 
variierte auch die Erhöhung der Photonenausbeute durch das schnelle Scannen. Bei cw-
Anregung waren die Vorteile des schnellen Scanners bei jedem Probentyp am größten. Für 
die restlichen Laserkonfigurationen konnten keine probenübergreifenden allgemeinen 
Aussagen getroffen werden. Bei fixierten Proben in Mowiol mit den Farbstoffen Alexa Fluor 
488 und Oregon Green war der Gewinnfaktor bei cw-Anregung mit cw-STED ähnlich hoch 
wie bei nur cw-Anregung, auch wenn das absolute Bleichen stärker war. Bei gepulster 
Anregung sanken die Vorteile durch das schnelle Scannen auf die Hälfte im Vergleich zur 
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Abbildung 5.6: Erhöhung der Photonenausbeute durch das schnelle Scannen in lebenden Neuronen 
bei gepulster Anregung: Im Vergleich zu den STED-Messungen sind hier die Bleichkurven weniger 
steil und der Gewinn durch das schnelle Scannen höher.  
cw-Anregung. Gepulste Anregung kombiniert mit STED reduzierte den Vorteil weiter auf 
~ 80 %. Dieses Ergebnis weist auf zwei weitere Bleichpfade hin, die bei gepulster Anregung 
stärker vertreten sein können und auf die der schnelle Scanner keinen Einfluss hat. Der eine 
mögliche Pfad ist das Bleichen aus dem angeregten Singulett-Zustand, das innerhalb von 
wenigen Nanosekunden stattfindet (siehe auch Kapitel 2.2). Dies kann durch schnelles 
Scannen nicht verhindert werden. Eine weitere Möglichkeit ist, dass die hohe Peakleistung 
den Übergang zu anderen Dunkelzuständen begünstigt, die deutlich längere Lebensdauer 
als der Triplett-Zustand haben. Dabei würde eine Beleuchtungspause von wenigen 
Millisekunden zwischen den Einzelframes für die Relaxation nicht mehr ausreichen.  
Bei den fixierten YFP-Proben konnten bei cw-Anregung mit cw-STED in jedem Scanmuster 
etwa zweifach mehr Photonen gesammelt werden. Ein Anstieg an Photonenausbeute mit 
Interleaving fand nicht mehr statt. Das impliziert, dass mit dem STED-Laser das Bleichen 
aus dem Triplett-Zustand leicht an Bedeutung verloren hat und dafür andere Pfade - 
vermutlich Bleichen aus dem angeregten Zustand - relevanter geworden sind.  
An fixierten Proben mit dem Farbstoff Atto 465 war die Erhöhung der Photonenausbeute 
zwischen den Konfigurationen „gepulste Anregung“ und „gepulste Anregung mit gepulstem 
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STED“ ähnlich. Das könnte auf eine hohe Übergangsrate in den Triplett-Zustand hinweisen, 
die sich in Anwesenheit des STED-Lasers nicht wesentlich ändert.  
Effekte des eingesetzten Puffers: 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch mit YOYO (Invitrogen, USA) gefärbte DNA- 
Einzelstränge untersucht. Hier zeigte das Einbettungsmedium großen Einfluss auf die 
Helligkeit und die Bleichstabilität der Probe. Wenn TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA) verwendet 
wurde, verhielten sich die Proben bleichanfällig und der Einsatz des schnellen Scanners 
brachte große Vorteile mit dreifach höherer Photonenausbeute bei cw-Anregung. Der ROXS- 
Puffer, der am Anfang dieses Kapitels und im Kapitel 2.2 erwähnt wurde, entvölkerte bei 
dieser Probe erfolgreich den Triplett-Zustand und erhöhte dadurch die Emissionsrate pro 
Laserpuls [26, 27]. Der Effekt war allerdings stark pH-Wert abhängig. Nach der Optimierung 
des pH-Wertes konnte kein signifikanter Unterschied mehr zwischen dem langsamen und 
schnellen Scannen festgestellt werden. Dies entsprach auch den Erwartungen, weil sowohl 
der schnelle Scanner als auch der ROXS-Puffer das Bleichen über den Triplett-Zustand 
reduzieren. Wie bereits erwähnt, kann dieser Puffer allerdings nur bei fixierten Proben und 
nach der probenspezifischen Optimierung eingesetzt werden. 
Qualitative Vergleiche: 
Der schnelle Scanner ermöglicht bei besonders stark bleichenden Proben mit niedriger 
Emissionsrate STED-Aufnahmen, die mit einem langsamen Scanner aufgrund des zu 
niedrigen Signal-zu-Rausch-Verhältnisses nicht möglich sind. Ein qualitativer Vergleich bei 
solchen Proben ist in Abbildung 5.7 zu sehen. Links in der Abbildung sind fixierte Zellen 
abgebildet, die GFP-gelabelte Proteine exprimieren, die wiederum am Keratin-Netzwerk 
andocken. Aufgrund der geringen Anzahl der GFP-Moleküle ist die Photonenausbeute 
bereits in der konfokalen Aufnahme niedrig. Mit dem schnellen Scanner konnten hier 
trotzdem Bilder mit zweifacher Auflösungserhöhung gemacht werden, bei denen die gepulste 
Anregungs- und die gepulste STED-Quelle eingesetzt worden waren. Bei STED-Aufnahmen 
mit dem langsamen Scanner dominierte das Rauschen und die Strukturen konnten nicht 
mehr erkannt werden. Rechts in der Abbildung ist ein anderes Beispiel an lebenden 
Bakterien zu sehen, in denen das Zytoskelett mit dem schaltbaren Protein rs-EGFP [89] 
gefärbt war. In den schnell gescannten Aufnahmen wurde die Doppel-Helix-Struktur des 
Zytoskeletts mit höherer Auflösung sichtbar als im konfokalen Modus, wobei die langsamen 
Aufnahmen bleichlimitiert waren.  
 
79 Messergebnisse 
 
 
Abbildung 5.7: Aufnahmen bei stark  bleichenden Proben: a) GFP -gelabeltes Protein am Keratin 
Netzwerk , Rohdaten b) Das schaltbare rs-EGFP Protein in lebenden Bakterien, linear entfaltet. In b) 
waren aufgrund des Bleichens konsekutive Konfokal- und STED-Aufnahmen an der gleichen Stelle 
nicht möglich. Die Auflösungserhöhung wird daher indirek t an verschiedenen Bakterien demonstriert.  
Der schnelle Scanner ermöglicht trotz der niedrigen Emissionsrate STED -Aufnahmen. Mit dem 
langsamen Scanner ist  das Signal-zu-Rausch-Verhältnis nicht hoch genug, um die Struk turen deutlich 
zu erkennen.  
Schlussfolgerungen und Fazit: 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter anderem der bleichreduzierende Aspekt des schnellen 
Scanverfahrens untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass das schnelle Scannen in 
nahezu allen Fällen eine höhere Photonenausbeute im Vergleich zum langsamen Scannen 
ermöglichte und in keiner Messung eine niedrigere Photonenausbeute verursacht hat. 
Während dieser vergleichenden Experimente konnten auch für unterschiedliche Farbstoffe 
Hinweise über die Triplett-Relaxationsdauer und dominierende Bleichpfade ermittelt werden. 
Im folgenden Abschnitt werden die Tendenzen aufgelistet, die während der Messungen 
aufgefallen sind: 
 Bei fixierten und in Mowiol mit dapco eingebetteten Proben, die mit bei blauen 
Wellenlängen anregbaren, organischen Farbstoffen gefärbt sind, erhöht das einfache 
schnelle Scannen bei konfokalen Aufnahmen mit cw-Anregung die 
Photonenausbeute um 30 %. Wenn zusätzlich das Interleaving-Muster angewandt 
wird, erhöht sich Photonenausbeute bis auf das Vierfache im Vergleich zum 
langsamen Scannen. Dieser Effekt kann anhand der zeitlichen 
Beleuchtungsverteilungen erklärt werden. Beim einfachen schnellen Scan wird ein 
bestimmter Pixel pro Frame in der Summe 1,25 µs lang beleuchtet, wobei nach 
jedem 62,5 ns eine kurze Pause von < 2 µs folgt (siehe auch Kapitel 4.1). Zwischen 
den Frames entsteht eine zusätzliche Pause von < 1 ms. Da dieses Muster die 
Photonenausbeute nur gering erhöht, kann davon ausgegangen werden, dass die 
kurze Pause von 2 µs für die Triplett-Relaxation nicht ausreicht. Weiterhin müsste die 
schnell Konf schnell STED schnell STED langsamlangsam
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Gesamtbeleuchtungsdauer von 1,25 µs pro Frame lang genug gewesen sein, dass 
viele Fluorophore bereits in den Triplett- oder andere Dunkelzustände übergingen 
und der Unterschied zum langsamen Scannen nicht mehr groß ist. Im Vergleich zum 
einfachen schnellen Scannen reduziert das Interleaving-Muster die 
Beleuchtungsdosis pro Frame auf einem bestimmten Pixel dreifach, erhöht dabei die 
Photonenausbeute in der gleichen Größenordnung. Daher sollte die Pause von 
< 1 ms zwischen den Frames bei diesen Proben für die Triplett-Relaxation 
ausreichend gewesen sein, weil sonst auch das Interleaving-Muster keine weiteren 
Vorteile gebracht hätte.  
 Bei lebenden Zellen, die YFP exprimieren, kann kein Unterschied zwischen den 
schnellen Scanmustern beobachtet werden. Dies weist auf eine kürzere Triplett- 
Relaxationszeit für den Farbstoff in Pufferlösung hin, für die kurze 
Beleuchtungspausen von einigen Mikrosekunden zwischen den Zeilenscans 
ausreichen. 
 Die Vorteile durch das schnelle Scannen sind bei cw-Anregung am größten. Bei 
gepulster Anregung und bei STED-Aufnahmen fallen die Vorteile meistens geringer 
aus. Dies impliziert, dass durch hohe Peakleistung im Anregungspuls und in 
Anwesenheit der STED-Photonen das Bleichen direkt vom angeregten Zustand 
verstärkt wird. Weiterhin ist es möglich, dass der Fluorophor unter diesen 
Bedingungen zu anderen Dunkelzuständen außer dem Triplett-Zustand übergeht, die 
eventuell eine längere Lebensdauer als eine Millisekunde haben. Dadurch würde die 
Beleuchtungspause zwischen den Einzelframes für die Relaxation nicht mehr 
ausreichen. 
 Komplexe Einbettungsmedien wie der ROXS-Puffer können den Triplett-Zustand 
gezielt entvölkern und eine ähnliche Steigerung an Photonenausbeute bringen wie 
das schnelle Scannen. Die Zusammensetzung des Puffers muss allerdings für jede 
Anwendung spezifisch optimiert werden und er kann nur bei fixierten Proben 
eingesetzt werden. Eine falsche Zusammensetzung kann bleichfördernd wirken oder 
zum unerwünschten Blinken der Farbstoffe führen. Eine Verschiebung der 
Absorptions- und Emissionsspektren ist ebenfalls nicht auszuschließen. 
 Die Steigerung der Photonenausbeute durch das schnelle Scannen ist in 
bleichanfälligeren Proben höher als bei bleichstabilen Proben. Dies verstärkt die 
These, dass die Übergangsrate zum Triplett-Zustand eine große Rolle beim 
Gesamtbleichen spielt, weil der Scanner hauptsächlich für diesen Pfad 
bleichreduzierend wirkt. 
Die Abbildung 5.8 fasst die oben erwähnten Gewinnfaktoren an Photonenausbeute durch 
das schnelle Scannen zusammen. Für die Berechnung eines einzelnen Faktors für eine 
bestimmte Messung wurden die Integrale der Bleichkurven des schnellen und des 
langsamen Scans zueinander dividiert. Dann wurden alle einzelnen ermittelten Faktoren 
bei der Kombination eines bestimmten Farbstoffes und einer bestimmten 
Laserkonfiguration gemittelt und gerundet. Da allerdings diese beiden Parameter nicht 
die einzigen veränderlichen Größen waren, unterlagen die Faktoren Schwankungen. Die 
Probenart (lebend oder fixiert), die Farbstoffdichte und die Laserleistungen veränderten  
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Abbildung 5.8: Zusammenfassung der Steigerung der Photonenausbeute durch das schnelle 
Scannen: Auf der X-Achse der Grafik  sind die untersuchten Farbstoffe aufgelistet. Die schwarze Linie 
gibt als Referenz die Photonenausbeute beim langsamen Scanne n an, die auf Eins normiert ist. Die 
Balkenhöhe gibt den Steigerungsfaktor an. Der Farbcode definiert die verschiedenen 
Laserkonfigurationen.  
auch den Gewinn an Photonenausbeute. Daher sollen die angegeben Faktoren als  
Anhaltspunkt dienen und haben nicht den Anspruch einer genaueren statistischen 
Auswertung. Die Daten, die der unteren Grafik als Grundlage dienen, sind auf DVD zu 
finden. Die Grafik macht insgesamt deutlich, dass das schnelle Scannen durch Triplett- 
Relaxation das Bleichen eindeutig reduziert und eine attraktive Methode ist, weil sie sowohl 
bei lebenden als auch bei fixierten Proben mit jedem Farbstoff eingesetzt werden kann und 
die Bildaufnahmedauer nicht einschränkt. 
An dieser Stelle wird auch noch einmal auf Abbildung 2.3 im Kapitel 2.2 hingewiesen. Wenn 
ein Fluorophormolekül beleuchtet wird, kann es durch Absorption eines Photons innerhalb 
von einer Femtosekunde vom Grundzustand in einen angeregten Energiezustand S1 bis Sn 
übergehen. Normalerweise kehrt das Molekül innerhalb von einigen Nanosekunden in den 
Grundzustand zurück und emittiert Fluoreszenz. Alternativ kann das Molekül in höhere 
angeregte Zustände, in den Triplett-Zustand oder in andere Dunkelzustände übergehen. Alle 
möglichen Zustände, die während eines Beleuchtungs- und Fluoreszenzzyklus adressiert 
werden können, können auch zum Bleichen führen. Mit „Bleichen“ wird dabei jedes 
Phänomen bezeichnet, das zum permanenten Verlust des Fluoreszenzsignals aus dem 
betroffenen Molekül führt. Diese können eine Veränderung der molekularen Struktur, eine 
neue chemische Bindung mit anderen Molekülen oder Photolyse  sein. Das Bleichen kann 
sich unter anderem auch im Absorptionsspektrum bemerkbar machen, weil gebleichte 
Fluorophore überwiegend transparent werden [90]. Jeder Bleichpfad hat eine andere Dauer, 
die andere Bleichmechanismen begünstigt. Zahlreiche Studien haben bislang die 
Bleichpfade unterschiedlicher Fluorophore charakterisiert [19, 22-25, 91, 92]. Methoden zur 
quantitativen Charakterisierung des Bleichens basierten dabei auf Techniken wie 
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Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie bis photoakustische Kalorimetrie [91]. Jedoch sind die 
Ergebnisse dieser Studien zum Teil widersprüchlich, auch wenn der gleiche Farbstoff 
untersucht wurde [25]. Dies kann auf die starke Umgebungsabhängigkeit der chemischen 
Reaktionen des Farbstoffes zurückgeführt werden. Das Bleichen und die Maximierung der 
Photonenausbeute bleiben somit spannende Forschungsgebiete, wobei farbstoff-
übergreifende technische Methoden zur Bleichreduktion, wie die hier vorliegende, immer 
mehr an Bedeutung gewinnen. 
5.2 Erfassung dynamischer Vorgänge 
Die kurze Pixel-Verweildauer von 6,25 ns mit dem schnellen Scannersystem ermöglicht das 
Abtasten eines Bildfeldes innerhalb von einigen Millisekunden. Zum Beispiel beträgt die 
Bildrate bei einem Bildfeld von 10 µm x 6,4 µm mit 500 x 320 Pixeln 1000 Bilder pro 
Sekunde. Diese hohe Zeitauflösung kann zur Erfassung dynamischer Vorgänge flexibel 
eingesetzt werden. Die Frames können zum Beispiel immer mit der höchsten Zeitauflösung 
zwischengespeichert und nachträglich je nach dem Signal-zu-Rausch-Verhältnis und der 
Geschwindigkeit der Partikel zusammengefasst werden. Wenn das optimale Binning der 
Frames für die Anwendung einmal ermittelt ist, können auch bereits während der Aufnahme 
die gewünschte Anzahl der Frames in aufaddierter Form gespeichert werden. 
Die Bildrate in den konfokalen Laserrastermikroskopen liegt typischerweise in dem Bereich 
von < 3 fps. Diese Rate kann mit Einsatz von Nipkow-Disks oder programmierbaren Arrays 
bis 50 fps erhöht werden (siehe Kapitel 3.1.2), wobei unerwünschte Effekte wie Pixel- 
Crosstalk oder reduzierte Laserleistung in Kauf genommen werden müssen. In der STED- 
Mikroskopie wurde bislang mit einem resonanten Galvanometer-Scanner eine Bildrate von 
28 fps [93, 94] und von 200 fps bei einem kleinem Bildfeld von 1,8 µm x1,5 µm [95] erreicht. 
Bildraten über 1000 fps und die neuen Anwendungen, die damit in STED-Mikroskopie  
möglich wären, sind daher soweit noch nicht erforscht. Zur Evaluierung dieses neuen 
Potenzials wurden im Rahmen dieser Arbeit Messungen sowohl an technischen als auch an 
biologischen Proben durchgeführt.   
Technische Proben: 
Bei Bildaufnahmen in dieser Arbeit wird der Laserstrahl aufgrund der resonanten Steuerung 
des elektro-optischen Deflektors am Ende einer Zeile nicht über flyback-Mechanismus direkt 
zum nullten Pixel zurückgeführt, sondern die Zeile wird rückwärts Pixel für Pixel ein zweites 
Mal abgetastet. Die Zeilenhinläufe und Zeilenrückläufe werden als separate Bilder 
gespeichert, die zueinander im Schnitt um 2 µs in der Zeit verschoben sind. Um den 
Rückschluss von der Anzahl der Bilder auf die Zeitauflösung des Systems nicht zu 
kompliziert zu gestalten, wurden allerdings in den unten gezeigten Beispielen die Frames der 
Hin- und Rückläufe jeweils aufaddiert und die Bildrate als die Hälfte der Anzahl der 
tatsächlich aufgenommen Bilder angegeben. Im derzeitigen Aufbau sind die Pixel- 
Verweildauer und die Anzahl der Pixel von 320 auf der schnellen Achse die einzigen 
konstanten Größen. Durch die Anzahl der Pixel auf der langsamen Achse kann die Bildrate 
beliebig verändert werden.  
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Abbildung 5.9: Vergleich der Bildrate von 750 fps durch das schnelle Scannen mit der Videorate von 
30fps: Für diesen Vergleich wurden jeweils 25 Bilder aus der schnell aufgenommen Sequenz 
aufaddiert, so dass die Bildrate von 750 fps auf 30 fps reduziert wurde. Als Probe dienten gelb-grün 
fluoreszierende Beads. Ein Teil der Beads wurden am Deckglas fixiert, ein Teil konnte im Wasserfilm 
zwischen dem Deckglas und dem Objektträger f rei diffundieren. a)Snapshots aus der 
Originalaufnahme (oben) und aus der gebinnten Version (unten). Links sind die Rohdaten und rechts 
sind die räumlich geglätteten Daten abgebildet. Zum Glätten wurde eine Gauß-Funktion mit der Breite 
von 200 nm verwendet. In der gebinnten Version können die fixierten Beads besser erkannt werden.  
Dabei erscheinen aber kometenähnliche Spuren an den beweglichen Beads, weil die Zeitauflösung 
nicht ausreicht, diese Bewegung wiederzugeben. b) Eine Bildsequenz über 25 Einzelframes, die im 
Fall einer Videorate-Aufnahme gebinnt werden würden. In diesen Frames sind mehrere Events zu 
beobachten, wie zum Beispiel ein beweglicher Bead in Richtung eines fixierten Beads wandert, wie 
ein dritter Bead aus einer nicht fokalen Ebene in den Fokus gelingt und wie er wieder verschwindet. c) 
Die Bildsequenz aus b wurde hier aufaddiert. Die Events, die im Teil b passierten, können dann nicht  
mehr erkannt werden.    
Abbildung 5.9 zeigt Snapshots aus einer STED-Videoaufnahme an gelb-grün 
fluoreszierenden Beads mit einer Bildrate von 750 fps. Um einen Vergleich zur Videorate von 
30 fps zu haben, wurden jeweils 25 Einzelframes aufaddiert und als Vergleichsvideo separat 
gespeichert. Die Videos sind auf DVD zu finden. Die Aufnahme macht deutlich, wie an 
beweglichen Partikeln die räumliche Auflösung an die zeitliche Auflösung gekoppelt ist. 
Wenn sich die Partikel schneller bewegen als die Zeitauflösung sie wiedergeben kann, 
entstehen verschmierte Bilder und die Events werden verpasst. Weiterhin wird anhand der 
Rohdaten gezeigt, dass die fixierten Strukturen nach der Addition der Einzelframes besser 
zu erkennen sind. Eine Aufnahme mit höchster Zeitauflösung und ein nachfolgendes 
flexibles Binnen ermöglicht somit dem Anwender, maximale Information aus den Bildern zu 
extrahieren. 
Die oben genannte Simulation der niedrigen Bildrate durch Addition einzelner Frames ähnelt 
einem Vergleich von zwei Kameraaufnahmen einer ganzen Szene mit unterschiedlichen 
Belichtungszeiten. Die Aufnahme mit der längeren Integrationszeit erscheint zwar 
verschmiert, enthält aber trotzdem die Information, in welchen Bereichen sich die Partikel 
b) Bildsequenz aus 25 Bildern bei 750 fps,
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aufgelöst werden können
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während der Aufnahme bewegt haben. Ein Scanner wiederum, der das Bild Punkt für Punkt 
abtastet, aber aufgrund der langen Pixel-Verweildauer eine niedrige Zeitauflösung als die 
Bewegung der Partikel hat, bringt weitere Fehler mit sich. Denn hier gehören die 
gesammelten Ortsinformationen über die Objekte innerhalb eines Frames zu 
unterschiedlichen Zeitspannen. Die Objekte, die sich in der ersten und letzten Zeile des 
Bildfeldes befinden, werden mit einem Zeitunterschied von zum Beispiel 30 ms abgetastet, 
aber gemeinsam als eine Szene abgespeichert.  
Applikationen an lebenden Zellen: 
Mit dem schnellen Scanner wurden auch Videoaufnahmen an biologischen Proben 
durchgeführt. Abbildung 5.10 zeigt Snapshots aus dem Video an lebenden Zellen, indem 
zwei Vesikel fusionieren, die das GFP-gelabelte rab5-Protein enthalten (für das Video siehe 
DVD im Anhang). Das rab5-Protein reguliert den intrazellulären Vesikeltransport und ist unter 
anderem für die Fusion der frühen Endosomen zuständig [96, 97]. Mechanismen des 
Vesikeltransports und Bildung der Endosome werden in der Biologie vielseitig erforscht [98-
100] und wurden daher als Anwendung für den schnellen Scanner ausgewählt.  
 
 
Abbildung 5.10: Konfokale Videoaufnahmen an lebenden Zellen, in denen GFP-gelabeltes Protein 
rab5 transportiert wird. Die geringe Anzahl der GFP-Moleküle pro Protein und deren niedrige 
Emissionsrate macht starkes Binning der Einzelframes erforderlich. In dieser Anwendung betrug die 
effek tive Bildrate 40 fps. Lateral wurden die Frames im Programm ImageJ mit einer Gauß-Funktion mit 
der Breite von 250 nm geglättet. Die grüne und die blaue Linie sind die manuell eingetragenen 
Track ingpfade. 
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Vor diesen live-cell-Messungen wurden das Objektiv und der Probentisch auf 37C erhitzt. 
Lebende Zellen auf dem Deckglas wurden dann auf den Tisch platziert. Das Deckglas 
befand sich dabei am Boden einer zylinderförmigen Halterung, die mit Nährmedium gefüllt 
wurde. 
Bei der oben demonstrierten Anwendung wurde zunächst das GFP-gelabelte rab5-Protein in 
das Medium gegeben, welches innerhalb von wenigen Minuten von den Zellen 
aufgenommen wurde. Nachdem das Protein in die Zellen eingedrungen war, wurden die 
Videoaufnahmen gestartet. In dem Beispielvideo ist zu sehen, wie sich ein grün 
fluoreszierender Vesikel in Richtung eines anderen bewegt und wie diese beiden Vesikel 
fusionieren. Der diskrete Pfad, auf dem der Vesikel fortschreitet, ist ein Mikrotubulin-Strang, 
der in dieser Anwendung nicht gefärbt war. 
Im Vergleich zu den fluoreszierenden Beads ist die Photonenausbeute bei GFP-Färbung 
deutlich geringer. Deshalb wurden bereits während der Messung einzelne Frames in 
aufaddierter Form gespeichert. Als Bildrate wurde 40 fps gewählt. Die Frames wurden 
nachträglich mit dem Programm ImageJ lateral mit der Gauß-Funktion mit der Breite von 
250 nm geglättet. Manuell wurden die Tracking-Pfade eingezeichnet, die die Fusion von zwei 
Vesikeln verdeutlichen. Die Aufnahme wurde konfokal durchgeführt, weil die niedrige 
Emissionsrate des GFPs auch die Hochauflösung limitierte. Zusätzlich erzeugten die noch 
nicht in den Zellen aufgenommen gelabelten Proteine, die im Medium diffundierten, einen 
starken Hintergrund, der die Aufnahme erschwerte.  
Bei einer anderen Anwendung wurden Endosome in lebenden Zellen untersucht 
(Kooperation mit der Universitätsklinik Oslo, Norwegen). In diesen Proben war die FYVE- 
Protein-Domäne, die mit der Zellmembran interagiert, mit GFP gelabelt, so dass die 
Endosome aufgrund der fluoreszierenden Membran verfolgt werden konnten [101]. Hier lag 
im Vergleich zu der oben beschriebenen Anwendung die durchschnittliche GFP-Dichte an 
den untersuchten Strukturen höher. Außerdem war der Anteil des noch nicht gebundenen 
bzw. unspezifisch diffundierenden GFPs innerhalb der Zellen geringer und außerhalb der 
Zelle im Medium befand sich gar kein fluoreszierendes Protein. Dadurch stieg das Signal-
zu-Rausch-Verhältnis und erlaubte eine effektive Bildrate bis zu 200 fps bei konfokalen 
Aufnahmen und bis zu 120 fps bei STED-Aufnahmen. Abbildung 5.11 zeigt Snapshots aus 
einer Videoaufnahme, in der solche Endosome abgebildet worden sind und vergleicht 
unterschiedliche Zeitauflösungen. 
Während der Aufnahme wurden die Frames mit einer Rate von 100 fps gespeichert, die 
jeweils in den rechten Bildhälften zu sehen sind. Links sind diese Frames auf der Zeitachse 
mit einer Gauß-Funktion mit der Breite von 10 Frames geglättet dargestellt. Lateral wurden 
alle Frames mit einer Gauß-Funktion der Breite von 250 nm geglättet. Es ist zu erkennen, 
dass das zeitliche Glätten das Signal-zu-Rausch-Verhältnis verbessert, aber die Interaktion 
zwischen den Endosomen ungenauer wiedergibt. Vor allem die Distanz zwischen den 
kleinen und großen Endosomen und der hohle Innenraum erscheinen verschmiert (Die 
zugehörigen Videos mit unterschiedlichen Zeitauflösungen sind auf DVD zu finden). 
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Abbildung 5.11: Konfokale Videoaufnahme an lebenden Zellen, in denen die Membran der 
Endosome mit GFP gefärbt ist: Bei den linken Bildhälften sind die Einzelframes auf der Zeitachse 
soweit geglättet, dass die Zeitauflösung 10 fps beträgt. Bei den rechten Bildhälften liegt die 
Zeitauflösung bei 100 fps. Die Interaktionen bzw. die Distanz zwischen den k leinen (frühen) und 
großen (späten) Endosomen werden bei höherer Zeitauflösung genauer wiedergegeben. Auch der 
Hohlraum innerhalb des Endosoms ist deutlicher zu erkennen. Das Signal-zu-Rausch-Verhältnis ist 
wiederum bei der Darstellung mit der niedrigeren Zeitauflösung höher. Die Frames sind lateral mit  
einer Gauß-Funktion der Breite von 250 nm geglättet.  
Die Aufnahmen verdeutlichen, dass insbesondere die biologischen Anwendungen stark 
unterschiedliche Signal-zu-Rausch-Verhältnisse zeigen, auch wenn dabei der gleiche 
Farbstoff verwendet wird. Das flexible zeitliche Binnen der Frames ermöglicht hier, bei 
variabler Zeitauflösung jeweils die maximale Information zu extrahieren.  
Aufnahme der DNA-Dynamiken: 
Mit dem schnellen Scanner können neben den 2D-Aufnahmen auch eindimensionale 
Aufnahmen gemacht werden, die über die Zeitachse in Form von y-t Graphen aufgetragen 
werden können. Eine Anwendung, für die ein eindimensionales Scanverfahren bei hoher 
Zeitauflösung benötigt wird, ist die Untersuchung der DNA-Einzelstränge in Nanokanälen. 
Solche Mikrofluidik-Ansätze haben das langfristige Ziel, fluoreszent markierte DNA-Stränge 
optisch zu analysieren, während sie durch Mikro- bzw. Nanokanäle durchgeführt werden 
[102].  
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Bei den in Abbildung 5.12 repräsentierten Messungen (Kooperation mit Universität Göteborg, 
Schweden) wurden DNA-Einzelstränge untersucht, die mit dem Farbstoff YOYO-1 gefärbt 
waren. Die Stränge wurden mithilfe der Druckunterschiede durch Nanokanäle der Breite von 
150 nm durchgeführt oder an einer gewünschten Position stillgehalten. Der Block mit den 
Kanälen wurde auf dem Probentisch fixiert und zunächst so orientiert, dass die schnelle 
Scanachse des optischen Aufbaus und die Kanäle parallel zueinander sind. Der elektro-
optische Deflektor scannte dann entlang eines stillstehenden DNA-Strangs. Die Abbildung 
5.12a zeigt eine Aufnahme über 4,8 Sekunden im konfokalen Modus mit cw-Anregung. Die 
Fluktuationen der DNA-Stränge, das Brechen durch lichtinduzierte Schäden und Dynamiken 
zwischen den Teilsträngen wurden hier mit einer mittleren Zeitauflösung von 500 µs 
aufgenommen (gemittelt über mehrere Linien, die jeweils innerhalb von 4 µs gescannt 
wurden). Teil b der Abbildung zeigt eine zweite Messung über 2,4 ms bei einer mittleren 
Zeitauflösung von 2,8 ms. Als nächstes wurde der Block mit den Nanokanälen senkrecht zu 
der Scanachse orientiert. Hier bestand die fluoreszierende Fläche aus einem Spot, an dem 
sich die Scanachse und das Kanal geschnitten haben. Durch STED konnten die 
Fluktuationen des DNA-Stücks in diesem Spot unter der Beugungsgrenze abgebildet 
werden. Teil c der Abbildung zeigt eine solche Messung mit einer mittleren Zeitauflösung von 
640 µs. Die Addition der Linienprofile über die Zeitachse gab dabei die Kanalbreite von 
150 nm wieder. Auch bei höheren STED-Leistungen, die höhere räumliche Auflösung liefern 
müssten, wurden Linienprofile mit derselben Breite von 150 nm gemessen. Das implizierte, 
dass sich der DNA-Einzelstrang innerhalb der angewandten Zeitauflösung mehrfach über die 
ganze Kanalbreite fluktuiert hat. 
Diese Aufnahmen dienen zunächst als Grundlage für weitere Messungen, bei denen zum 
Beispiel DNA-Protein-Interaktionen oder enzymatische Reaktionen beobachtet werden 
können. Auch Sequenzanalysen durch regionsspezifische Färbungen können ein 
Anwendungsgebiet werden. 
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Abbildung 5.12: y-t Graphen der Messungen an DNA -Einzelsträngen, die mit dem Farbstoff YOYO-1 
gefärbt sind: Die Stränge befinden sich in Nanokanälen mit einer Breite von 150 nm. Sie werden durch 
Druckunterschiede an Kanalenden an der gewünschten Position festgehalten. In a) und b) war der 
Kanal parallel und in c) senkrecht zu der Scanachse platziert und eindimensionale Scans mit dem 
elek tro-optischen Deflek tor wurden durchgeführt. Diese 1D-Scans wurden über die Zeitachse 
aufgetragen. Eine Linie in der Abbildung entspricht der Addition der Photonenausbeute über mehrere 
tatsächlich gescannte Linien, die jeweils 4 µs dauern. In a) und b) sind die Dehn- und 
Stauchbewegungen des DNA-Stranges sowie die lichtinduzierten Schäden im konfokalen Modus bei 
cw-Anregung zu sehen. In c) wurde ein Spot innerhalb des Stranges beobachtet, der sich im 
Schnittpunkt des Kanals und der Scanachse befand. Die Hochauflösung erlaubt das DNA-Stück in 
diesem Spot unter der Beugungsgrenze abzubilden. Die Addition der Halbwertsbreiten der 
Linienprofile (der gestrichelte Kasten) über dieses DNA-Teil über der Zeit gibt dabei die Kanalbreite 
wieder, weil der Strang während der Messung über die ganze Kanalbreite fluk tuierte. 
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5.3 Fazit 
In diesem Kapitel wurden Aufnahmen sowohl an statischen und beweglichen als auch an 
technischen und biologischen Proben mit dem schnellen Scanner im STED-Aufbau 
vorgestellt. Der Scanner erhöht durch Bleichreduktion über Triplett-Relaxation die 
Photonenausbeute an diversen Proben bei unterschiedlichen Laserkonfigurationen zwischen 
50 % bis 450 %. Weiterhin ermöglicht die hohe Bildrate die Erfassung der dynamischen 
Vorgänge mit einer Zeitauflösung im Millisekundenbereich mit der Option eines flexiblen 
Binnings über die Zeitachse je nach dem Signal-zu-Rausch-Verhältnis und der 
Geschwindigkeit der Objekte. Die maximale Bildrate ergibt sich aus der Anzahl der Pixel, 
weil die Pixel-Verweildauer in jeder Anwendung konstant 6,25 ns beträgt. Die bislang 
üblicherweise eingesetzten Raten lagen dabei bei ca. 1000 fps. Diese maximale 
Zeitauflösung konnte bei den technischen Proben mit beweglichen Partikeln erfolgreich 
eingesetzt werden, so dass die Partikel, die mit einer Geschwindigkeit von bis zu 30 nm/ms 
wanderten, diskret lokalisiert und verfolgt werden konnten. Bei den bisher untersuchten 
biologischen Proben wurden wiederum die Einzelframes aufgrund des niedrigen Signal-zu-
Rausch-Verhältnisses über die Zeitachse gemittelt, so dass die effektive Zeitlauflösung 5 ms 
bis 25 ms betrug. Neben den 2D-Videoaufnahmen wurden auch Linienscans an 
eindimensionalen Proben durchgeführt, bei denen die maximale Zeitauflösung bei der 
Frequenz des EOD-Treibers von 250 kHz bzw. bei 4 µs definiert war. Auch hier wurden 
abhängig von der Photonenausbeute Mittelungen über 100 bis 1000 Linien durchgeführt.  
Wie im Kapitel 4 erwähnt, bringt der schnelle Scanner keine Nachteile bezüglich der 
Hochauflösung. Somit liefert ein STED-Aufbau mit dem Scanner im Einzelnen 
Hochauflösung bis < 30 nm; 1,5 bis 4,5fach höhere Photonenausbeute durch Bleichreduktion 
und eine Bildrate > 1000 fps. Diese drei Eigenschaften können je nach der Probe flexibel 
kombiniert werden und öffnen somit Möglichkeiten für neue biologische Anwendungen, die 
bislang aufgrund des Bleichens oder der niedrigen Zeitauflösung nicht untersucht werden 
konnten.  
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6 Zusammenfassung 
STED-Mikroskopie wird seit über 10 Jahren zur Untersuchung biologischer Proben 
eingesetzt und liefert eine von der Beugungsgrenze unabhängige Hochauflösung über eine 
breite Auswahl an fluoreszierenden Farbstoffen. Ein STED-Aufbau ist prinzipiell ein 
Laserrastermikroskop, indem der Laserstrahl Punkt für Punkt abgetastet wird. Die 
Zeitauflösung, die mit den herkömmlichen Scannern erreicht wird, liegt dabei bei einigen 
Sekunden pro Bild. Diese „langsame“ Scanmodalität fördert unter anderem auch das 
Photobleichen. Daher war eine erhebliche Erhöhung der Bildrate für STED-Mikroskope 
erwünscht, um das Bleichen zu reduzieren und um bei biologischen Proben die dynamischen 
Prozesse, die um mehrere Größenordnungen schneller ablaufen, zu beobachten.  
Dazu ist im Rahmen dieser Arbeit ein ultraschneller elektro-optischer Scanner entwickelt und 
in zwei STED-Mikroskopvarianten validiert worden. Das Scannersystem besteht aus drei 
Einheiten: ein elektro-optischer Strahlablenker mit Treibersystem; ein Hybrid-Photodetektor 
mit Verstärkerelektronik und eine FPGA-basierte Steuerungs- und Datenverarbeitungs-
einheit. Ein elektro-optischer Deflektor wurde aufgrund seiner kurzen Antwortszeit (< 200 ps) 
und seiner wellenlängenunabhängigen Funktionsweise als schneller Strahlablenker 
ausgesucht. Die Wellenlängenunabhängigkeit war ein entscheidendes Kriterium, weil bei 
STED-Mikroskopen die Probe mit zwei unterschiedlichen Lasern abgetastet wird. Die 
Herausforderung bei der elektro-optischen Strahlablenkung ist allerdings das Generieren der 
notwendigen Hochspannung bei hohen Frequenzen. Für kleine Ablenkwinkel im 
mrad-Bereich muss an den Deflektor eine Hochspannung im kV-Bereich angelegt werden, 
und kommerzielle Hochspannungstreiber auf dem Markt konnten die erforderten 
Spezifikationen nicht erfüllen. In dieser Arbeit wurde dieses Problem gelöst, indem mit dem 
Deflektor ein doppelt-resonanter Serienschwingkreis aufgebaut wurde. Die 
Resonanzfrequenz wurde bei 250 kHz festgelegt. Durch die entwickelte Schaltung kann der 
Deflektor mit 2 kVpp Spannung versorgt werden. Mit dem daraus resultierenden 
Ablenkwinkel kann eine Zeile mit 8 µm Breite innerhalb von 2 µs gescannt werden. Die 
langsame Achse des Bildfeldes wird dabei mit einem Galvanometer-Spiegel abgetastet. Die 
verkürzte Pixel-Verweildauer durch schnelles Abtasten erforderte zudem den Einsatz eines 
schnelleren Detektors, der die längst etablierten Avalanche-Photodioden ersetzen musste. 
Ein Hybrid-Photodetektor, der die beste Kombination von Bandbreite, Dunkelzählrate und 
Photonen-Detektionseffizienz erweist, wurde zu diesem Zweck ausgewählt. Auch hierfür 
wurde speziell eine Elektronik entwickelt, die die Amplitude und die Pulsbreite des 
Ausgangssignals so anpasst, dass dieses mit einer FPGA-Karte bei der gewünschten 
91 Zusammenfassung 
 
Pixelclock abgetastet werden kann. Mit der FPGA-Karte werden auch weitere Aufgaben 
erfüllt, wie die Synchronisation des schnellen Deflektors mit dem langsamen 
Galvanometer-Spiegel und die Zuordnung der detektierten Photonen zu den Bildpunkten. 
Das FPGA wurde über LabView programmiert, mit dem auch die grafische 
Benutzeroberfläche implementiert wurde.  
Im Laufe dieser Arbeit wurden zunächst diese drei Komponenten für ein ultraschnelles 
Scannen einzeln entwickelt und aufeinander abgestimmt. Danach wurden zwei STED- 
Varianten mit dem Scannersystem aufgebaut.   
Der Scanner reduziert die Pixel-Verweildauer pro Frame auf 6,25 ns, welches um drei bis 
fünf Größenordnungen kürzer als bei herkömmlichen Laserrastermikroskopen ist und an die 
Grenze der Fluoreszenzlebensdauer stößt. Proportional dazu steigt die Bildrate. Die schnell 
aufgenommen Frames werden online solange aufaddiert, bis das erwünschte Signalniveau 
erreicht wird. Das Bildfeld mehrfach und schnell abzutasten anstatt einmal und langsam 
reduziert das Photobleichen erheblich. Dies ist hauptsächlich darauf zurückzuführen, dass 
die Anzahl der Fluoreszenzfarbstoffe im Triplett-Zustand gering bleibt und diese zum 
Grundzustand relaxieren können, bis sie beim nachfolgenden Scan noch einmal adressiert 
werden. Bei unterschiedlichen Farbstoffen und Laserkonfigurationen wurde gezeigt, dass 
das schnelle Scannen somit bei gleicher Gesamtlichtdosis die Photonenausbeute um das 
1,5 bis 4,5fache im Vergleich zu konventionellen Scannern erhöht. Bislang wurde bei keiner 
Probe eine niedrigere Photonenausbeute durch das schnelle Scannen beobachtet. Die 
Etablierung unterschiedlicher Scan- bzw. Beleuchtungsmuster wie Zeileninterleaving oder 
Ausblenden des Lasers in bestimmten Intervallen ermöglicht zusätzlich eine 
probenspezifische Optimierung der Bleichreduktion.  
Die hohe Bildrate wurde weiterhin zur Erfassung dynamischer Vorgänge eingesetzt. Die 
maximale Zeitauflösung ergibt sich dabei aus der gewünschten Bildfeldgröße bzw. aus der 
gewünschten Anzahl der Pixel, weil die Pixel-Verweildauer konstant 6,25 ns beträgt. Die in 
dieser Arbeit bevorzugten maximalen Bildraten lagen bei ca. 1000 fps bei einem Bildfeld von 
8 µm x 8 µm. Bei technischen dynamischen Proben konnten hiermit einzelne Partikel mit 
einer Zeitlauflösung von ~ 1 ms lokalisiert und verfolgt werden. Bei biologischen Proben mit 
dem grün fluoreszierenden Protein GFP erforderte die niedrige Emissionsrate des Proteins 
das Binnen einzelner Frames, um ein ausreichendes Signal-zu-Rausch-Verhältnis zur 
Lokalisation zu erhalten. Bei solchen Proben wurden zunächst Aufnahmen bei der höchsten 
Zeitauflösung durchgeführt. Nachträglich wurden die einzelnen Frames flexibel aufaddiert 
und der optimale Binningfaktor ermittelt. Bislang betrug die effektive Bildrate bei lebenden 
GFP-Proben 40 fps bis 200 fps. 
Das Konzept der STED-Mikroskopie wird durch den schnellen Scanner nicht beeinträchtigt. 
Das Auflösungsvermögen kann sogar weiter erhöht werden, weil die höhere 
Photonenausbeute das Einsetzen höherer STED-Leistungen erlaubt. 
Der Aufbau bietet somit dem Anwender eine große Flexibilität. Bei dynamischen Proben 
kann die Zeitauflösung bis zur < 1 ms bedarfsgemäß eingestellt werden. Bei statischen  
  
92 Zusammenfassung 
 
Proben kann wiederum die Bildaufnahmedauer flexibel gewählt werden, weil die Strukturen 
in der Regel durch den kumulativen Bildaufbau über die online-Addition einzelner Frames 
bereits in < 1 s sichtbar werden. Eine Bleichreduktion wird bei nahezu jeder Probe 
automatisch erreicht und kann durch Variation der Scanmodalität noch optimiert werden. 
Desweiteren kann die Hochauflösung über die Leistung des STED-Lasers eingestellt 
werden.  
Aufnahmen in anspruchsvollen biologischen Proben erfordern meistens Kompromisse 
zwischen der Zeit- und Ortsauflösung und dem Signal-zu-Rausch-Verhältnis. Weil das neue 
Scannersystem in allen diesen Aspekten einen großen Spielraum einräumt, können die 
besten probenspezifischen Optima gefunden werden. 
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7 Ausblick 
Aus biologischer Sicht ermöglicht der schnelle Scanner die Untersuchung dynamischer 
Vorgänge in einer Zelle bei einer neuen Zeitauflösung bei gleichzeitig reduziertem Bleichen. 
Eine Bildrate von > 1000 fps konnte bislang weder bei STED-Mikroskopen noch nach 
bestem Wissen in anderen konfokalen Mikroskopen angeboten werden. Daher werden in 
Zukunft Projekte mit Kooperationspartnern durchgeführt, die dieses neue Potenzial 
ausschöpfen. Bei den bereits bestehenden Projekten werden DNA-Dynamiken in 
Nanokanälen und die Mechanismen des Vesikeltransports untersucht. Weitere mögliche 
Applikationen mit lebenden Zellen beinhalten unter anderem Aufnahmen an Dendriten, 
synaptischen Vesikeln oder dynamischen Aktinfasern.  
Auch für statische Proben öffnet der schnelle Scanner neue Anwendungsgebiete. Da durch 
den kumulativen Bildaufbau die Strukturen innerhalb von wenigen Sekunden sichtbar 
werden, können mit dem Scanner Serienmessungen in angemessener Zeit durchgeführt 
werden. Für Applikationen, bei denen statistische Untersuchungen über mehrere Zellen und 
Proben durchgeführt werden müssen, wie zum Beispiel bei Untersuchung der Verteilung der 
Rezeptoren, bietet der Aufbau somit große Vorteile.  
Der Scanner kann auch bei Anwendungen mit schaltbaren fluoreszierenden Proteinen zu 
optimaleren Bedingungen führen. Durch ultraschnelle Pixeladressierung kann das zeitliche 
Muster des Anschaltens, Ausschaltens und Auslesens der Proteine über alle Pixel verteilt 
optimiert werden. 
Der zeitlich stochastische Bildaufbau kann zudem bei der Bildanalyse verwendet werden, um 
die Effekte der Photonenstatistik zu eliminieren. Zum Beispiel kann eine statische Probe mit 
tausend Frames abgebildet und jeweils die geraden und ungeraden Frames in zwei Paketen 
überlagert werden. Die beiden kumulativen Endbilder würden dann unterschiedliche 
Photonenstatistik erweisen, wobei die tatsächlich existierenden Strukturen in beiden Bildern 
identisch sein würden. Somit könnten kontinuierliche Änderungen wie zum Beispiel das 
Bleichen von statistischen Variationen leichter getrennt werden.  
Auch Anwendungen zur Einzelmolekültracking können mit dem Scanner etabliert werden, 
indem neue Scanmuster implementiert werden. Die letzte registrierte Position des 
Einzelmoleküls könnte dafür als Feedback dienen. Daraus würden die neuen Positionen 
berechnet, die der Laserstrahl sinnvollerweise adressieren muss.  
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Aus technischer Sicht kann der aktuelle Aufbau noch in einigen Punkten weiterentwickelt 
werden. Die Vor- und Nachteile dieser Entwicklungen müssen allerdings sorgfältig in 
Erwägung gezogen werden, weil der Scanner gerade an den Grenzen der 
Fluoreszenzlebensdauer operiert und unter Umständen die Laufzeiten der Photonen  im 
Strahlengang berücksichtigt werden müssen.    
Die Pixel-Verweildauer wurde mit dem System bereits auf das Niveau der 
Fluoreszenzlebensdauer reduziert. Daher ist eine weitere Verkürzung nicht mehr unbedingt 
sinnvoll. Allerdings kann die Repetitionsrate des Lasers soweit reduziert werden, dass der 
Scanner innerhalb des zeitlichen Pulsabstandes einen ganzen beugungsbegrenzt entfernten 
Punkt adressiert (zurzeit beträgt die überwundene Strecke pro Puls einen halben 
beugungsbegrenzten Spot). Somit wäre gewährleistet, dass ein Fluorophor pro Frame nur 
einmal beleuchtet wird und die Bleichreduktion aus dieser Hinsicht maximiert wird. Die 
dadurch reduzierte Abtastrate könnte wiederum mit Multispot-Anordnungen zurückgewonnen 
werden [60]. Andere Methoden wie höhere Spannung am elektro-optischen Deflektor oder 
Objektive mit kleinerer Vergrößerung würden die Strecke pro Fluoreszenzlebensdauer 
verlängern und somit zu größeren Pixeln bzw. zu Verschmierungen führen.  
Eine zweite potenzielle Weiterentwicklung ist der Einsatz eines zweiten elektro-optischen 
Deflektors für das Scannen auf der zweiten Achse. Damit könnten kompliziertere 
Interleaving-Muster mit höherem Zeilenabstand ohne Bildfeldverzerrungen realisiert werden. 
In der Praxis müsste aber dann auf die vorhandene Spaltkonfokalität verzichtet werden, weil 
das Descannen des Fluoreszenzsignals durch die elektro-optischen Deflektoren aufgrund 
der Polarisationsabhängigkeit nur mit hohen Signalverlusten oder durch Einbau von 
komplizierteren optischen Anordnungen möglich ist. Weiterhin müsste eine Pixelkalibration 
unter Berücksichtigung der Lichtlaufzeiten der Photonen im Strahlengang durchgeführt 
werden.  
Bei Bedarf können noch die Laserclock und die Pixelclock im Aufbau synchronisiert werden. 
Die genaue Information, in welchem Frame welche Pixel adressiert worden sind, kann dazu 
benutzt werden, die Darkcounts des Detektors zu eliminieren. Die Counts, die pro Frame an 
den nicht adressierten Pixeln registriert worden sind, können als Rauschen identifiziert und 
auf null gesetzt werden. Im aktuellen Aufbau wird dies unabhängig von der Pixelclock durch 
eine Gating-Schaltung realisiert, auf die im Kapitel 4 eingegangen worden ist. 
Neben den oben erwähnten Anwendungsgebieten, die mit dem aktuellen Aufbau bereits 
adressiert werden können, sind weitere Applikationen mit einem EOD in der Mikroskopie 
auch denkbar. Zum Beispiel können mit zwei EODs kleine Bildfelder von 2 µm x 2 µm sehr 
schnell gescannt und Untersuchungen am Diffusionsverhalten einzelner Moleküle wie bei der 
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie durchgeführt werden. Weiterhin kann die 
Fluoreszenzlebensdauer eines Moleküls bestimmt werden, indem das Fluoreszenzsignal 
schnell gescannt und zum Beispiel auf einen Liniendetektor abgebildet wird. Über die 
Verschmierung des Signals am Detektor könnten dann Rückschlüsse auf die 
Fluoreszenzlebensdauer gezogen werden bzw. Moleküle könnten aufgrund der 
unterschiedlichen Lebensdauern voneinander unterschieden werden. 
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Der Schwerpunkt zukünftiger Projekte wird voraussichtlich zunächst bei dynamischer 
Untersuchung neuer biologischen Proben liegen. Denn das STED-Mikroskop mit dem neuen 
Scanner ist das schnellste bekannte Lichtmikroskop, dessen Auflösung nicht mehr durch die 
Beugung begrenzt ist. Es ermöglicht somit dem Anwender die Untersuchung neuer Proben, 
die bislang aufgrund der Bleichens oder der niedrigen Zeitauflösung noch nicht untersucht 
werden konnten.  
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Anhang A  
Im Folgenden werden die Schaltpläne der elektronischen Schaltungen wiedergegeben, die 
im Rahmen dieser Arbeit entwickelt worden sind. Diese Schaltungen gehören im Einzelnen 
dem Treibersystem des elektro-optischen Deflektors, dem positionssensitiven Detektor, dem 
Silizium-Photomultiplier und dem Hybrid-Photodetektor.  
Den Schaltungen folgen die Bildschirmabdrücke der FPGA-Programme, die zur Steuerung 
und der Datenverarbeitung bei STED-Mikroskopen mit dem schnellen Scanner entwickelt 
worden sind.  
 
 
Anhang A1: Eingangsstufe des EOD-Treibers  -  Schema 
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Anhang A2: Eingangsstufe des EOD-Treibers  -  Layout  
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Anhang A3: Strom-Spannungswandler des positionssensitiven Detektors  -  Schema 
 
Anhang A4: Strom-Spannungswandler des positionssensitiven Detektors  -  Layout  
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Anhang A5: Stabile Spannungsversorgungen und PI-Regler zur Evaluierung der Silizium- 
Photomultiplier  -  Schema 
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Anhang A6: Stabile Spannungsversorgungen und PI-Regler zur Evaluierung der Silizium- 
Photomultiplier  -  Layout  
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Anhang A7: Verstärkerschaltung der Silizium-Photomultiplier  -  Schema 
 
 
 
Anhang A8: Verstärkerschaltung der Silizium-Photomultiplier  -  Layout  
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Anhang A9: Komparator- und Verstärkerelek tronik  des Hybrid-Photodetektors  -  Schema 
 
Anhang A10: Komparator- und Verstärkerelek tronik  des Hybrid-Photodetektors  -  Layout 
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Anhang A11: Das FPGA-Programm zum schnellen Scannen 
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Anhang A12: Das FGPA-Programm zum langsamen Scannen 
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           Anhang A13: Das FPGA-Programm zum Photonenzählen 
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Anhang B  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Treiber für den elektro-optischen Deflektor selbst 
entwickelt, weil die kommerziell erhältlichen Hochspannungstreiber die erforderten 
Spezifikationen nicht erfüllten.  
Die Ergebnisse der Produktrecherche nach kommerziellen Treibern werden jedoch hier 
aufgelistet. Wenn in Zukunft andere elektro-optische Scanner mit anderen Anforderungen 
entwickelt werden, können die Listen unten als Ausgangspunkt dienen.  
 
Firmen, die sowohl elektro-optische Deflektoren als auch zugehörige Treiber anbieten:  
Firma 
Ausgangsspannung / 
Ablenkwinkel 
Signalform Bandbreite / Repetition Rate 
 
 
Conoptics 
± 1 kV Sinus resonant bei 250 kHz 
± 375 V / ± 0,3 mrad beliebig DC - 250 kHz 
± 0,5 mrad 
Rechteck 
(Pulsbreite 200 ns) 
bis zu 12 MHz 
 
± 1,5 mrad 
Rechteck 
(Pulsbreite 100 μs) 
bis zu 1 kHz 
 
Quantum  
Technology Inc  
± 250 V beliebig DC - 200 kHz bei 100 pF Last 
± 800 V beliebig DC - 100 kHz bei 100 pF Last 
Leysop 900 V / 5 mrad 
Rechteck 
(Pulsbreite 100 ns) 
bis zu 20 kHz 
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Firmen, die Hochspannungsverstärker insbesondere für kapazitive Lasten anbieten: 
Firma Ausgangsspannung Ausgangsstrom Bandbreite 
A.A. Lab Systems 
± 200 V ± 200 mA DC - 450 kHz 
± 400 V ± 100 mA DC - 300 kHz 
Falco Systems ± 150 V ± 300 mA DC - 5 MHz 
Piezo Systems ± 200 V ± 200 mA DC - 250 kHz 
Trec Inc. ± 5 kV ± 80 mA DC - 75 kHz 
Matsusada Precision ± 10 kV ± 55 mA DC - 25 kHz 
 
Firmen, die Hochspannungsschalter anbieten: 
Firma Ausgangsspannung Ausgangsstrom Repetition Rate 
Behlke Power Electronics bis zu 30 kV bis 60 A bis zu 300 kHz 
EOS Optronics < 9 kV (Last bis 12 pF) < 2,4 kHz 
Alphalas bis zu 4 kV bis 300 A(10 ns lang) MHz-Bereich 
Thorald Bergmann bis zu 3 kV -- bis zu 1MHz 
  
Forschungseinrichtungen, die Treiber für elektro-optische Deflektoren entwickeln: 
Institution Ausgangsspannung Bandbreite 
 
Stanford University, Physics 
Department 
500 Vpp bis zu 2 MHz bei 82 pF Last 
400 Vpp bis zu 5,7 MHz bei 140 pF Last 
250 V 
20 MHz Repetition Rate           
bei 15 pF Last 
Lawrence Livermore National 
Laboratory 
9 kV 10 kHz Repetition Rate 
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Anhang C 
Im Folgenden wird die Probenpräparation der fluoreszierenden Beads und der Goldbeads 
erläutert, die in Mikroskopsystemen als technische Proben dienen.  
Zunächst werden die Deckgläser mit Ethanol gereinigt. 200 µl Poly-L-Lysin oder 
Polyethylenimin wird dann auf das Deckglas aufgetragen und 10 Minuten inkubiert. Diese 
Beschichtung lädt die Oberfläche des Glases positiv und sorgt für das Haften der negativ 
geladenen Beads am Glas. Nach dem Einwirken des Poly-L-Lysins wird das Deckglas mit 
destilliertem Wasser gewaschen. Danach werden die Beads in der kommerziell erhältlichen 
Lösung mit destilliertem Wasser verdünnt. Für die fluoreszierenden Beads wird 
üblicherweise eine Verdünnung von 1:40000 und für die Goldbeads eine Verdünnung von 
1:5 bevorzugt. 200 µl der Verdünnung wird auf das Deckglas gegeben und ebenfalls 10 
Minuten wirken lassen.  Nach diesem Schritt wird das Glas noch einmal mit destilliertem 
Wasser gespült. Das beschichtete Glas wird mit einem zweiten gereinigten Deckglas 
abgedeckt, wobei 10 µl Mowiol oder Polyvynilalkohol als Einbettungsmedium zwischen die 
Gläser gebracht wird.  
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